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Zusammenfassung
Hyper-Raman-Streuung folgt anderen Symmetrieauswahlregeln als Raman-Streuung
und profitiert als nicht-linearer Zweiphotonenprozess noch mehr von verstärkten elek-
tromagnetischen Feldern an der Oberfläche plasmonischer Nanostrukturen. Damit könn-
te die oberflächenverstärkte Hyper-Raman-Streuung (SEHRS) praktische Bedeutung
in der Spektroskopie erlangen. Durch die Kombination von SEHRS und oberflächen-
verstärkter Raman-Streuung (SERS) können komplementäre Strukturinformationen
erhalten werden. Diese eignen sich aufgrund der Lokalisierung der Verstärkung auf die
unmittelbare Umgebung der Nanostrukturen besonders für die Charakterisierung der
Wechselwirkung zwischen Molekülen und Metalloberflächen. Ziel dieser Arbeit war es,
ein tieferes Verständnis des SEHRS-Effekts zu erlangen und dessen Anwendbarkeit für
analytische Fragestellungen einzuschätzen. Dazu wurden SEHRS-Experimente mit An-
regung bei 1064 nm und SERS-Experimente mit Anregung bei derselben Wellenlänge
sowie mit Anregung bei 532 nm – für eine Detektion von SEHRS und SERS im gleichen
Spektralbereich – durchgeführt. Als Beispiel für nicht-resonante Anregung wurden die
vom pH-Wert abhängigen SEHRS- und SERS-Spektren von para-Mercaptobenzoesäure
untersucht. Mit diesen Spektren wurde die Wechselwirkung verschiedener Silbernano-
strukturen mit den Molekülen charakterisiert. Anhand von β-Carotin wurden Einflüsse
von Resonanzverstärkung im SEHRS-Experiment durch die gleichzeitige Anregung ei-
nes molekularen elektronischen Übergangs untersucht. Dabei wurde durch eine Thiol-
funktionalisierung des Carotins eine intensivere Wechselwirkung mit der Silberober-
fläche erzielt, sodass nicht nur resonante SEHRS- und SERS-Spektren, sondern auch
nicht-resonante SERS-Spektren von Carotin erhalten werden konnten. Die Anwendbar-
keit von SEHRS für hyperspektrale Kartierung in Verbindung mit Mikrospektroskopie
wurde durch die Untersuchung von Verteilungen verschiedener Farbstoffe auf struktu-




Hyper-Raman scattering follows different symmetry selection rules than Raman scat-
tering and, as a non-linear two-photon process, profits even more than Raman scat-
tering from enhanced electromagnetic fields at the surface of plasmonic nanostruc-
tures. Surface-enhanced hyper-Raman scattering (SEHRS) could thus gain practical
importance for spectroscopy. The combination of SEHRS and surface-enhanced Ra-
man scattering (SERS) offers complementary structural information. Specifically, due
to the localization of the enhancement to the close proximity of the nanostructures,
this information can be utilized for the characterization of the interaction between
molecules and metal surfaces. The aim of this work was to increase the understanding
of the SEHRS effect and to assess its applicability to answer analytical questions. For
that purpose, SEHRS experiments with excitation at 1064 nm and SERS experiments
with excitation at the same wavelength, as well as with excitation at 532 nm – to detect
SEHRS and SERS in the same spectral region – were conducted. As an example for non-
resonant excitation, pH-dependent SEHRS and SERS spectra of para-mercaptobenzoic
acid were examined. Based on these spectra, the interaction of different silver nano-
structures with the molecules was characterized. β-Carotene was used to study the
influence of resonance enhancement by the excitation of a molecular electronic tran-
sition during SEHRS experiments. By the thiol-functionalization of carotene, a more
intense interaction with the silver surface was achieved, which enables to obtain not
only resonant SEHRS and SERS but also non-resonant SERS spectra of carotene. Hy-
perspectral SEHRS imaging in combination with microspectroscopy was demonstrated
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sungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
6.3 Multivariate Unterscheidung von SEHRS-Spektren . . . . . . . . . . . . 108
6.3.1 Qualitative Diskussion der Spektren . . . . . . . . . . . . . . . . 108
6.3.2 Klassifizierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
6.4 Hyperspektrale SEHRS-Bildgebung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
6.4.1 Beschreibung der Proben und der zu unterscheidenden Proben-
regionen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
6.4.2 Multivariate Untersuchung verschiedener Einflüsse auf die Klas-
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Anhand von Schwingungsspektren lassen sich umfangreiche Informationen über die
chemische Zusammensetzung und molekulare Struktur einer Probe erhalten, da die
Schwingungsenergien unterschiedlicher funktioneller Gruppen an sich und auch in Ab-
hängigkeit von der molekularen Umgebung spezifisch sind. Die beiden am weites-
ten verbreiteten schwingungsspektroskopischen Methoden sind die Infrarotabsorptions-
spektroskopie und die Raman-Spektroskopie. Bei der Infrarotabsorptionsspektroskopie
werden die Proben mit Licht der zur Anregung der Molekülschwingung erforderlichen
Energie bestrahlt und die Absorption dieses Lichts wird beobachtet. Bei der Raman-
Spektroskopie wird die inelastische Streuung von Licht einer deutlich höheren Energie
beobachtet, sodass die Information über die Energie der angeregten Schwingung aus der
Differenz der Wellenlängen von Anregungslicht und Streulicht erhalten wird. Aufgrund
der unterschiedlichen zugrundeliegenden physikalischen Prozesse dieser beiden und an-
derer schwingungsspektroskopischer Methoden sind in den Spektren, in Abhängigkeit
von der Molekülsymmetrie, jeweils unterschiedliche Schwingungen verschiedener funk-
tioneller Gruppen eines Moleküls beobachtbar.
Die in dieser Arbeit ausgenutzten Prozesse sind die spontane, lineare Raman-
Streuung, bei der jeweils ein Photon eine Molekülschwingung anregt und dabei gestreut
wird, und die Hyper-Raman-Streuung. Bei der Hyper-Raman-Streuung kombinieren
zwei Photonen ihre Energie zur Anregung einer Schwingung und werden so in einem
spontanen, nicht-linearen Prozess bei einer größeren Frequenz gestreut (Abb. 1.1 a).
Im Unterschied zu anderen nicht-linearen Raman-Prozessen, z. B. der stimulierten
Raman-Streuung und der kohärenten anti-Stokes Raman-Streuung, ist Hyper-Raman-
Streuung nicht kohärent und damit wesentlich schwächer. Hyper-Raman-Spektren fol-
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gen oftmals ähnlichen Symmetrieauswahlregeln wie Infrarotabsorptionsspektren,[1,2]
können zusätzlich sogenannte ”stumme Moden“ enthalten, die weder in konventionel-
len Raman-Spektren noch in Infrarotspektren beobachtbar sind,[1,3–5] und liefern damit
komplementäre Informationen zu einphotonenangeregten Raman-Spektren. Im Gegen-
satz zur Infrarotabsorptionsspektroskopie stellen jedoch wässrige Proben kein Problem
dar und es können aufgrund der kürzeren Anregungswellenlängen wesentlich kleinere
Fokusvolumina und damit bessere Ortsauflösungen realisiert werden. Gegenüber der
linearen Raman-Streuung hat die Hyper-Raman-Streuung, neben den geänderten Aus-
wahlregeln, alle Vorteile, die auch bei anderen Zweiphotonenprozessen zum Tragen
kommen. Insbesondere ist aufgrund der quadratischen Abhängigkeit der Signalinten-
sität von der Anregungsintensität das Probevolumen, aus dem das Signal erhalten wird,
stark begrenzt.[6] Zudem sorgt der große spektrale Abstand zwischen Anregungs- und
Emissionswellenlänge dafür, dass das Anregungslicht die Spektren nicht überlagert[7]
und dass die Vorteile von Anregung im nahen Infrarot – hohe Eindringtiefe und geringe
Photonenenergie – mit der apparativ einfacheren Detektion im sichtbaren Spektralbe-
reich kombiniert werden können.
Ein Nachteil der Raman-Spektroskopie sind die im Vergleich zu anderen spek-
troskopischen Methoden, z. B. Fluoreszenzspektroskopie, relativ geringen Signalinten-
sitäten. Bei der Hyper-Raman-Streuung ist dies aufgrund der geringen Wahrschein-
lichkeit des Zweiphotonenprozesses noch problematischer, sodass die Beobachtung der
Hyper-Raman-Streuung von Analytmolekülen in Lösungen nicht ohne weiteres möglich
ist. Dies kann umgangen werden, indem die zu untersuchenden Moleküle an der Ober-
fläche von Metallnanostrukturen adsorbiert werden, wo eine Verstärkung des Raman-
Signals basierend auf zwei Effekten stattfindet. Zum einen können an der Metalloberflä-
che lokalisierte Oberflächenplasmonen – kollektive Schwingungen der Elektronen an der
Metalloberfläche – angeregt werden, die das elektromagnetische Feld der Anregungs-
und Streustrahlung um mehrere Größenordnungen verstärken können. Zum anderen
können chemische Wechselwirkungen zwischen den Molekülen und der Metalloberfläche
zu einer Änderung der Polarisierbarkeit der adsorbierten Moleküle und damit ebenfalls
zu einer Verstärkung der Raman-Streuung führen. Da beide Effekte nur in der unmit-
telbaren Umgebung der Metallnanostrukturen wirken, sind die oberflächenverstärkte
Raman-Streuung (engl. surface-enhanced Raman scattering, SERS) und die oberflä-
chenverstärkte Hyper-Raman-Streuung (SEHRS) extrem lokale Phänomene. Zudem
sind SERS[8,9] und insbesondere SEHRS[10–12] stark abhängig von der Adsorptionsgeo-
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Abb. 1.1: (a) Schematische Darstellung von nicht-resonanter und resonanter Hyper-Raman-Streuung
anhand der Energieniveaus im untersuchten Molekül. ν0: Frequenz der Anregungsstrahlung; νM : Fre-
quenz der Molekülschwingung; νHRS , νRHRS : Frequenzen der Hyper-Raman-Streuung bzw. Resonanz-
Hyper-Raman-Streuung; h: Plancksches Wirkungsquantum. (b) Konzept der in dieser Arbeit mitein-
ander verglichenen SE(R)HRS- und SE(R)RS-Experimente.
metrie und der lokalen chemischen Umgebung, sodass sie zusätzlich zur Strukturin-
formation der untersuchten Moleküle wertvolle Informationen über Molekül-Metall-
Wechselwirkungen liefern können.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Vertiefung des Verständnisses von SEHRS,
um deren Etablierung als zu SERS komplementäre analytische Methode voranzutrei-
ben. Dazu wurden SEHRS-Experimente und SERS-Experimente mit identischen Pro-
ben in kurzer zeitlicher Abfolge in einem gemeinsamen mikrospektroskopischen Aufbau
durchgeführt. Dabei erfolgte zum einen die Anregung bei derselben Wellenlänge im na-
hen Infrarot (1064 nm), wodurch die SEHRS-Spektren im sichtbaren Spektralbereich
und die SERS-Spektren im nahen Infrarot auftreten (Abb. 1.1 b). Zum anderen wur-
den die bei 1064 nm angeregten SEHRS-Spektren mit SERS-Spektren, die bei 532 nm
angeregt wurden und somit in demselben Spektralbereich wie die SEHRS-Spektren
detektiert wurden, verglichen (Abb. 1.1 b).
Als Substrate für die Oberflächenverstärkung wurden kolloidale Silbernanoparti-
kellösungen bzw. aus diesen Lösungen auf Glasoberflächen immobilisierte Silbernano-
partikel verwendet, die aufgrund ihrer plasmonischen Eigenschaften für Experimente
bei den hier verwendeten Anregungswellenlängen gut geeignet sind. Für eine effizien-
te Verstärkung von Hyper-Raman- oder Raman-Streuung sind Plasmonenresonanzen
sowohl bei der Wellenlänge der Anregungsstrahlung als auch bei der der Streustrah-
lung erforderlich, die bei der Hyper-Raman-Streuung relativ weit voneinander ent-
fernt sind. Die Untersuchung von SERS bei sowohl Anregungs- als auch Streuwel-
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lenlänge von SEHRS, parallel zu den SEHRS-Untersuchungen selbst, ermöglicht so-
mit eine Charakterisierung der verschiedenen Prozesse bei der Oberflächenverstärkung
der Hyper-Raman-Streuung. Die verwendeten Silbernanostrukturen zeigen bei opti-
scher Anregung Plasmonenresonanzen zwischen 400 und 450 nm, sodass eine Feld-
verstärkung an der Nanopartikeloberfläche vor allem im sichtbaren Spektralbereich
zu erwarten ist. Simulationen und Experimente mit Anregung durch Elektronenstrah-
len haben jedoch gezeigt, dass durch elektromagnetische Wechselwirkung von Silber-
oder Goldnanostrukturen untereinander oder mit den adsorbierten Molekülen im Nah-
feld multipolare Plasmonenresonanzen im Spektralbereich des nahen Infrarots an-
geregt werden können,[13–16] sodass auch dort eine hohe SERS-Verstärkung möglich
ist.[14,15,17–21] Für solche Wechselwirkungen sind allerdings passende Morphologien und
Oberflächenbeschaffenheiten der Nanostrukturen erforderlich, sodass die Auswahl der
Nanostrukturen für im nahen Infrarot angeregte SEHRS- und SERS-Experimente we-
sentlich eingeschränkter ist als für SERS bei Anregung im sichtbaren Spektralbereich.
Zunächst wurden verschiedene Arten von Silbernanopartikeln, die sich in Morpho-
logie und Oberflächenstabilisierung unterscheiden, hinsichtlich ihrer Möglichkeiten im
SEHRS- und SERS-Experiment verglichen. Dazu wurde para-Mercaptobenzoesäure
(pMBA), eine Verbindung mit vom pH-Wert abhängigen SERS-Spektren,[22–27] verwen-
det. Über die Charakterisierung der Silbernanostrukturen durch den systematischen
Vergleich der verschiedenen Anregungsbedingungen hinaus konnte durch die Kombi-
nation der verschiedenen Daten eine ergänzende Charakterisierung von pMBA auf
Silberoberflächen für lokale pH-Messungen erfolgen. Insbesondere wurde die pH-Wert-
Abhängigkeit der SEHRS-Spektren von pMBA ausführlich diskutiert. Zudem eröffnen
die bei 1064 nm angeregten SERS-Spektren von pMBA, die hier erstmals untersucht
wurden, neue Anwendungsmöglichkeiten für biologische Fragestellungen.
Elektronische Übergänge in den untersuchten Molekülen haben ebenfalls einen Ein-
fluss auf Raman- bzw. Hyper-Raman-Spektren, wenn sie sich in Resonanz mit der An-
regungsfrequenz bzw. deren zweiter Harmonischer (Abb. 1.1 a) befinden.[28,29] Durch
Wechselwirkungen der Moleküle mit den Metallnanostrukturen können die elektroni-
schen Übergänge im SERS-Experiment noch weitere Einflüsse haben,[30–32] und die An-
teile von Oberflächenverstärkung und Resonanzverstärkung sind in den resultierenden
Spektren oft nicht vollständig unterscheidbar. Eine Molekülklasse, deren Resonanz-
Raman-Streuung bereits vielfach untersucht wurde, sind die Carotinoide, da sie ei-
nerseits in vielen komplexen natürlichen Systemen vorkommen[33] und andererseits
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aufgrund ihrer ausgedehnten π-Elektronensysteme intensive elektronische Übergänge
aufweisen, die resonante Raman-Untersuchungen ermöglichen.[34–37] Carotinoide sind
allerdings für SERS-Untersuchungen oft schwer zugänglich, da sie nur selten funktio-
nelle Gruppen mit Affinität zu Metalloberflächen aufweisen. Neben β-Carotin wurde
in dieser Arbeit das thiolfunktionalisierte 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-caro-
tin untersucht. Das funktionalisierte Carotin kann stärkere Wechselwirkungen mit der
Oberfläche von Silbernanopartikeln eingehen und vereinfacht somit nicht nur resonan-
te SEHRS- und SERS-Untersuchungen, sondern es ermöglicht auch, nicht-resonante
SERS-Spektren eines Carotins in wässrigen Lösungen bei niedrigen Konzentrationen
zu erhalten. Auf diese Weise wird der in Raman-Spektren von festem Carotin auch bei
nicht-resonanter Anregung vorhandene Einfluss des elektronischen Übergangs[38] mini-
miert. Der dadurch ermöglichte Vergleich der nicht-resonanten SERS-Spektren und der
resonanten SEHRS- und SERS-Spektren gibt Hinweise auf die verschiedenen Einflüsse
von Oberflächen- und Resonanzverstärkung auf die Spektren.
Reale analytische Fragestellungen beinhalten meist die Untersuchung komplexer
Gemische und oft auch der lokalen Verteilung verschiedener Komponenten in einer
Probe. Hierzu haben sich SERS-Spektren in Kombination mit multivariater Statistik
bereits als geeignet erwiesen.[39–41] Dabei wird die spezifische Strukturinformation in
den Spektren ausgenutzt, indem nicht nur einzelne Banden, sondern gesamte Spektren
mit mathematischen Algorithmen hinsichtlich ihrer Ähnlichkeiten oder Unterschiede
untersucht werden. Mit derartigen Analysen können hyperspektrale Karten einer Pro-
be erstellt werden, die auf der Klassifizierung oder Gruppierung der Spektren anhand
einer Vielzahl spektraler Merkmale basieren. SEHRS kann komplementäre Strukturin-
formationen zu SERS liefern und ist noch stärker lokalisiert. Somit ermöglicht SEHRS
theoretisch Kartierungen in hoher Ortsauflösung, ist jedoch für reale Bildgebungs-
probleme bisher nicht etabliert. Grundlegende Untersuchungen bildgebender SEHRS-
Experimente anhand einfacher mikrostrukturierter plasmonischer Oberflächen werden
nun in dieser Arbeit diskutiert. Die Strukturierung der Oberflächen erfolgte einerseits
durch definierte flächige Anordnung von Silbernanopartikeln mit Hilfe verschiedener
Template und andererseits durch die Verteilung verschiedener Analyten auf homoge-
nen Silbernanopartikelschichten. Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass
die SEHRS-Bildgebung, insbesondere in Kombination mit und ergänzend zur SERS-
Bildgebung, ein großes Potential für die Untersuchung von Analytverteilungen, aber
auch für die ortsaufgelöste Untersuchung von Metall-Molekül-Wechselwirkungen hat.
15
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Anhand der hier beschriebenen Experimente soll in dieser Arbeit die Nutzbarkeit
von SEHRS für analytische Anwendungen demonstriert werden. Voraussetzungen für
die Anwendung sind vor allem die Möglichkeit, Spektren auch bei nicht-resonanter
Anregung zu erhalten, und die Fähigkeit, Kartierungen basierend auf SEHRS-Daten
durchzuführen. Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt in den Kapiteln 4-7: In Kapi-
tel 4 werden die vom pH-Wert abhängigen SEHRS- und SERS-Spektren von pMBA
vorgestellt, Kapitel 5 dient der Diskussion der Spektren von Carotinoiden und Ka-
pitel 6 beschreibt Experimente zur Bildgebung. Im Hinblick auf die Anwendung von
SEHRS für analytische Fragestellungen wird in Kapitel 7 ausführlich diskutiert, welche





Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und Weiterentwicklung der oberflächen-
verstärkten Hyper-Raman-Streuung (engl. surface-enhanced hyper-Raman scattering,
SEHRS) zur Verwendung in der Analytik. Im Folgenden sind daher zunächst der Hyper-
Raman-Effekt, das Prinzip der Oberflächenverstärkung, mögliche Wechselwirkungen
zwischen Analytmolekülen und den verstärkenden Oberflächen und Methoden zur Cha-
rakterisierung der Eigenschaften der verstärkenden Metallnanostrukturen beschrieben.
2.1.1 Hyper-Raman-Streuung
Raman-Streuung ist ein inelastischer Streuprozess, bei dem die Energiedifferenz zwi-
schen Anregungs- und Streulicht der charakteristischen Energie einer in der bestrahl-
ten Materie angeregten molekularen Schwingung entspricht. Dadurch ergibt sich die
Möglichkeit, spezifische Strukturinformation über eine Probe zu erhalten. Die An-
regung von Raman-Streuung findet üblicherweise mit Wellenlängen im Bereich des
sichtbaren oder nahinfraroten Lichts statt, also bei deutlich größerer Energie als für
die Schwingung einer chemischen Bindung erforderlich ist. Da die Energie dieses An-
regungslichts in den meisten Fällen nicht ausreicht, um elektronische Übergänge im
betrachteten Molekül anzuregen, wird das Molekül nur bis zu einem virtuellen Ener-
gieniveau unterhalb des ersten angeregten elektronischen Zustandes angeregt und kehrt
dann in ein vom ursprünglichen abweichendes Schwingungsniveau des elektronischen
Grundzustands zurück (Abb. 2.1 a, linkes Schema). Prinzipiell sind hierbei zwei Vor-
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gänge möglich: eine Wechselwirkung des Lichts mit dem Schwingungsgrundzustand des
Moleküls, die das Molekül in ein höheres Schwingungsniveau überführt und zu einer
geringeren Energie des Streulichts führt, die sogenannte Stokes-Streuung (Abb. 2.1 a),
oder eine Wechselwirkung des Lichts mit einem angeregten Schwingungszustand, die
zu einer Abregung des Moleküls und höherenergetischer Streustrahlung führt. Der letz-
tere Prozess, auch Anti-Stokes-Raman-Streuung genannt, wurde in den Experimenten
für diese Arbeit nicht untersucht, daher wird er hier nicht weiter thematisiert.
Die Intensität IRS der normalen, linearen, spontanen Raman-Streuung ist propor-
tional zur Anregungsintensität I0, der Anzahl der zum Signal beitragenden Moleküle
N und einem für die jeweilige Schwingung spezifischen Streuquerschnitt σ (Gl. 2.1).
IRS ∝ N · σ · I0 (2.1)
Der Streuquerschnitt ist ein Maß für die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Photon in
einem Raman-Prozess eine bestimmte Schwingung anregt und gestreut wird und liegt
üblicherweise in der Größenordnung von 10−30-10−27 cm2 pro Molekül.[42]
Neben der linearen Raman-Streuung, bei der jeweils ein anregendes Photon ge-
streut wird, treten auch nicht-lineare Streuprozesse auf. Von diesen wird in dieser
Arbeit die spontane Hyper-Raman-Streuung untersucht, bei der die Energie von zwei
gleichen Photonen, die simultan auf ein Molekül treffen, für die Anregung einer Mo-
lekülschwingung kombiniert wird. Nach der Anregung der molekularen Schwingung
wird dann nur ein Photon gestreut, dessen Energie der doppelten Energie der an-
regenden Photonen, verschoben um den Betrag der Schwingungsenergie, entspricht
(Abb. 2.1 a, rechtes Schema).
Damit eine Schwingung in einem Raman-Prozess angeregt werden kann, muss sie ei-
ne Änderung der Polarisierbarkeit α des Moleküls hervorrufen. Hyper-Raman-Streuung
basiert dagegen auf einer Änderung der Hyperpolarisierbarkeit β, die dem Koeffizienten
des quadratischen Terms in einer Reihenentwicklung des durch das anregende elektri-
sche Feld E induzierten Dipolmoments µ entspricht (Gl. 2.2).[1]
µ(E) = αE + 12βE
2 + . . . (2.2)
Somit hängen die beobachtbaren Schwingungen nicht allein von den beteiligten
Atomen und Bindungen, sondern auch von der Symmetrie des jeweiligen Moleküls
ab. Daraus ergibt sich der größte Vorteil der Zweiphotonenanregung, nämlich die von
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung von (a) nicht-resonanter und (b) resonanter Stokes-Raman- und
Stokes-Hyper-Raman-Streuung anhand der Energieniveaus im untersuchten Molekül. ν0: Frequenz
der Anregungsstrahlung; νM : Frequenz der Molekülschwingung; νRS , νHRS , νRRS , νRHRS : Frequen-
zen der Raman-Streuung, Hyper-Raman-Streuung, Resonanz-Raman-Streuung bzw. Resonanz-Hyper-
Raman-Streuung; h: Plancksches Wirkungsquantum.
der linearen Raman-Streuung abweichenden Symmetrieauswahlregeln, durch die aus
einem Hyper-Raman-Spektrum zusätzliche Informationen über die molekulare Struk-
tur einer Probe erhalten werden können. Für Moleküle mit einem Inversionszentrum
schließen sich die Auswahlregeln für Ein- und Zweiphotonenanregung theoretisch ge-
genseitig aus, wobei in den Hyper-Raman-Spektren prinzipiell die gleichen Moden
auftreten, die auch in Infrarotabsorptionsspektren beobachtet werden.[1,2] Dahingegen
weisen die ein- und zweiphotonenangeregten Raman-Spektren von nicht zentrosymme-
trischen Molekülen im wesentlichen die gleichen Banden auf.[2] Zusätzlich können in
Hyper-Raman-Spektren sogenannte ”stumme Moden“ beobachtet werden, die sowohl
in linearen Raman-Spektren als auch in Infrarotspektren symmetrieverboten sind.[1,3–5]
Weitere Motivationen für die Anwendung der Hyper-Raman-Spektroskopie ergeben
sich durch experimentelle Betrachtungen. Die Intensität der Hyper-Raman-Streuung
ist proportional zum Quadrat der Anregungsintensität, die von der Mitte bzw. vom Fo-
kuspunkt des anregenden Laserstrahls nach außen hin stark abfällt. Gleichzeitig werden
die hohen Photonenflussdichten, die für die Anregung eines Zweiphotonenprozesses er-
forderlich sind, nur direkt im Zentrum des anregenden Laserstrahls erreicht.[2,6] Daraus
ergibt sich eine extreme lokale Begrenzung des Probevolumens, aus dem das Signal zu
erwarten ist, was für Mikroskopie-Anwendungen eine hohe Ortsauflösung ermöglicht.[6]
Einen weiteren Vorteil stellt der, im Vergleich zu linearen optischen Spektroskopieme-
thoden, große Abstand zwischen Anregungs- und Streufrequenz dar. Dieser ermöglicht
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eine Anregung im Bereich des nahen Infrarots, wo insbesondere biologische Proben
transparent sind und wenig Photodegradation zu erwarten ist, bei gleichzeitiger De-
tektion im Bereich des sichtbaren Lichts, die experimentell einfacher umzusetzen ist.
Da Raman- und Hyper-Raman-Spektren die Wellenlängendifferenz zwischen An-
regungs- und Streustrahlung zeigen, sind sie grundsätzlich unabhängig von der An-
regungswellenlänge. Für Moleküle, die Chromophore mit elektronischen Übergängen
im Bereich des sichtbaren Lichts enthalten, kann es jedoch zu einem zusätzlichen Re-
sonanzeffekt kommen, wenn die Anregungswellenlänge bzw. bei der Zweiphotonenan-
regung deren zweite Harmonische[29] der Energie des elektronischen Übergangs ent-
spricht. In diesem Fall werden sowohl der elektronische Übergang als auch der Schwin-
gungsübergang angeregt, was zu einer Kopplung beider führt. Dabei können unter-
schiedliche Schwingungsniveaus des elektronisch angeregten Zustands beteiligt wer-
den;[43] ein möglicher, aus der Kopplung resultierender Übergang ist in Abb. 2.1 b dar-
gestellt. Die Kopplung des Schwingungsübergangs mit dem elektronischen Übergang
führt zu einer Verstärkung der Raman-Streuung um einen Faktor von 103-104[28] bzw.
zu einer Verstärkung der Hyper-Raman-Streuung um 104-106[44]. Diese Verstärkung
betrifft selektiv diejenigen Moden, die innerhalb oder in der Nähe der chromophoren
Gruppe bzw. in Teilen des Moleküls, deren Polarisierbarkeit sich während des elektro-
nischen Übergangs stark ändert, auftreten.[43] Dadurch können Informationen über die
Eigenschaften der beteiligten elektronischen Zustände erhalten werden.[45]
2.1.2 Oberflächenverstärkte Raman-Streuung
Die Intensität von Raman-Streuung ist im Vergleich zur elastischen Rayleigh-Streuung
gering. Im Fall der Hyper-Raman-Streuung kommt zusätzlich die geringe Wahrschein-
lichkeit für das Auftreten eines Zweiphotonenprozesses zum Tragen, sodass typische
Streuquerschnitte in der Größenordnung von 10−65 cm4 s−1 pro Molekül[46] liegen. Daher
sind für die Messung der Spektren oft lange Integrationszeiten oder hohe Anregungsin-
tensitäten erforderlich, die potentielle Anwendungsmöglichkeiten stark einschränken.
Zur Erhöhung der Empfindlichkeit finden Methoden zur Verstärkung der Raman-
bzw. Hyper-Raman-Streuung verbreitete Anwendung. Neben der in Abschnitt 2.1.1
bereits erwähnten Resonanz-Verstärkung existiert als weitere, wesentlich effektivere
Möglichkeit die Oberflächenverstärkung in Gegenwart von Metallnanostrukturen. Für
die oberflächenverstärkte Raman-Streuung (engl. surface-enhanced Raman scattering,
SERS) werden üblicherweise Verstärkungen von 106-108 beobachtet,[47] in Einzelmo-
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lekül-Untersuchungen wurden aber auch Verstärkungsfaktoren von bis zu 1014 er-
reicht.[48,49] Für SEHRS wurden Verstärkungsfaktoren von bis zu 1020 berichtet.[50]
Für die Oberflächenverstärkung spielen sowohl elektromagnetische als auch chemi-
sche Effekte eine Rolle, wobei es Hinweise darauf gibt, dass die elektromagnetische
Verstärkung einen wesentlich größeren Anteil hat als die chemische Verstärkung.[46,51]
Die genauen Anteile der beiden Verstärkungsmechanismen sind jedoch noch Gegen-
stand der aktuellen Forschung[52] und sind abhängig von der Art der untersuchten
Moleküle und von den verwendeten plasmonischen Substraten.
Die elektromagnetische Verstärkung basiert auf der Anregung von Oberflächen-
plasmonen in den Metallnanostrukturen. Die Oberflächenplasmonen sind kollektive
Schwingungen der Valenzelektronen an der Oberfläche des Metalls. Durch die geringe
Größe der Nanostrukturen sind die Plasmonen in diesen stark lokalisiert und haben eine
für das jeweilige Metall und die Größe der Nanostruktur charakteristische Resonanz-
frequenz.[53] Dadurch ergeben sich in Nanostrukturen andere optische Eigenschaften
als in makroskopischem Metall und das elektrische Feld in der unmittelbaren Nähe der
Metalloberfläche wird bei Anregung in Resonanz mit den Plasmonen im Vergleich zum
anregenden Feld verstärkt. Für SERS werden als Metalle in den verstärkenden Nano-
strukturen im wesentlichen Silber und Gold verwendet, deren dielektrische Eigenschaf-
ten intensive Plasmonenresonanzen im sichtbaren Spektralbereich ermöglichen. Durch
Kopplung der Plasmonen mehrerer Nanostrukturen, z. B. durch Aggregation kolloi-
daler Nanopartikel,[54] oder durch Wechselwirkung mit den adsorbierten Molekülen[13]
lassen sich auch multipolare Plasmonenresonanzen erzeugen, die bei anderen Frequen-
zen als die bei optischer Anregung beobachtbaren dipolaren Plasmonenresonanzen lie-
gen, z. B. im nahen Infrarot.[14–16] Bei ultravioletten Anregungswellenlängen hingegen
sind Silber und Gold nicht geeignet, sodass auf andere Metalle, z. B. Aluminium,[55,56]
zurückgegriffen wird.
Für die Raman-Streuung eines Moleküls, dass sich an der Metalloberfläche befin-
det, bewirken die Plasmonen, dass das Feld des Anregungslichts verstärkt wird. Im
Anschluss daran kann die Raman-Streuung, da deren Frequenz nah an der Anregungs-
frequenz liegt, ebenfalls von dem verstärkten Feld profitieren. Somit ist die SERS-
Intensität ISERS, das Betragsquadrat der SERS-Feldstärke ESERS, nicht nur von der
Intensität des Anregungslichts I0 abhängig, sondern auch von Verstärkungsfaktoren
g(ν0) und g(νS) der Amplituden von Anregungs- bzw. Streulicht (Gl. 2.3).[46,57]
Die Intensität von Hyper-Raman-Streuung ist proportional zum Quadrat der Anre-
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ISERS = |ESERS|2 ∝ I0 · |g(ν0)|2 · |g(νS)|2 (2.3)
gungsintensität, daher ist der Einfluss der Intensität des verstärkten Anregungsfeldes
auf die SEHRS-Intensität ISEHRS ebenfalls quadratisch (Gl. 2.4), sodass SEHRS noch
wesentlich mehr von der plasmonischen Verstärkung profitieren kann als SERS.
ISEHRS ∝ I20 · |g(ν0)|4 · |g(νS)|2 (2.4)
Dabei ist allerdings zu beachten, dass bei SEHRS die Frequenzen von Anregungs-
und Streulicht wesentlich weiter voneinander entfernt sind als bei SERS, sodass die Aus-
wahl geeigneter Nanostrukturen mit Plasmonenresonanzen bei den passenden Frequen-
zen schwieriger ist und unter Umständen nur einer der beiden Verstärkungsfaktoren
zum Tragen kommt. In allen Fällen nimmt das verstärkte Feld mit der dritten Potenz
des Abstandes von der Metalloberfläche ab.[58] Das bedeutet unter Berücksichtigung
von Gl. 2.3 und Gl. 2.4 eine Abnahme der SERS-Verstärkung mit der 12. Potenz und
der SEHRS-Verstärkung mit der 18. Potenz des Abstands des betrachteten Moleküls
von der Metalloberfläche. Somit handelt es sich bei SEHRS und SERS um extreme
Nahfeldeffekte, mit denen nur die unmittelbare Umgebung der Metallnanostrukturen
untersucht wird.
Während die elektromagnetische Verstärkung zwar nur in einem kleinen Bereich
oberhalb der Metalloberfläche wirkt, aber trotzdem keinen direkten Kontakt der Mo-
leküle mit der Metalloberfläche erfordert, wirken chemische Verstärkungseffekte noch
lokaler, da für diese eine chemische Wechselwirkung der Moleküle mit dem Metall
notwendig ist. Dabei können z. B. Charge-Transfer-Komplexe zwischen den Molekülen
und dem Metall gebildet werden,[59] die die Polarisierbarkeit der Moleküle und da-
mit deren Raman-Streuquerschnitt verändern. Während Oberflächen mit nanoskaligen
Rauhigkeiten bei der chemischen Verstärkung für die Bildung aktiver Adsorptionsstel-
len erforderlich sind,[60] führen sie auch bei der elektromagnetischen Verstärkung zu
einer hohen Lokalisierung der Plasmonen und damit zu einer großen Verstärkung der
elektromagnetischen Felder an der Oberfläche.[53]
Als SERS-Substrate kommen, neben elektrochemisch aufgerauhten Silberelektro-
den, an denen der SERS-Effekt anfänglich beobachtet wurde,[61–63] vor allem Metall-
nanopartikel in kolloidaler Lösung,[64–67] auf Trägern immobilisierte Nanopartikel,[68–70]
und Metallinselfilme,[71,72] aber auch mit Hilfe lithographischer Methoden strukturier-
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te Metalloberflächen[73,74] zum Einsatz. Für SEHRS können prinzipiell vergleichbare
Substrate verwendet werden.[10,11,75,76] Jedoch müssen die plasmonischen Eigenschaften
und die Oberflächenbeschaffenheit genauer kontrolliert werden, da SEHRS wesentlich
empfindlicher gegenüber der Anordnung der Nanostrukturen,[77] der Adsorptionsgeo-
metrie[10] und damit auch der Umgebungseinflüsse, wie z. B. elektrochemische Poten-
tiale oder vorhandene Ionen,[11] ist. Diese Empfindlichkeit von SEHRS lässt gleichzeitig
Rückschlüsse auf die Molekül-Metall-Wechselwirkungen zu, die insbesondere in Kombi-
nation mit den diesbezüglichen Informationen aus SERS-Spektren umfangreiche Cha-
rakterisierungen dieser Wechselwirkungen ermöglichen, wie in dieser Arbeit anhand
verschiedener Systeme gezeigt werden soll.
2.1.3 Charakterisierung von Metallnanostrukturen und ihrer
Wechselwirkung mit der Umgebung
Mit SEHRS und SERS lassen sich nur die in der direkten Nähe der plasmonischen
Metalloberflächen befindlichen Moleküle oder funktionellen Gruppen untersuchen. Ei-
ne verlässliche Wechselwirkung zwischen Metall und Molekülen ist also erforderlich,
hängt aber von der Beschaffenheit der Metalloberfläche und den Eigenschaften der
jeweiligen Analyten ab. So werden z. B. die Konformation der in SERS- oder SEHRS-
Experimenten untersuchten Moleküle und ihre Adsorptionsgeometrie in Bezug zur Me-
talloberfläche insbesondere durch den Bedeckungsgrad der Oberfläche,[78–80] aber auch
durch Umgebungseinflüsse, wie den pH-Wert[25,81] oder die Anwesenheit anorganischer
Ionen[67,82,83] beeinflusst. Gleichzeitig werden bei SEHRS- und SERS-Experimenten,
in denen kolloidale Metallnanopartikel verwendet werden, oftmals gezielt oder zufällig
Aggregationen der Nanopartikel erzeugt, um die Abstände zwischen den Nanostruk-
turen zu verringern, sodass eine Kopplung ihrer Plasmonen erfolgen kann, die zu ei-
ner höheren Verstärkung führt. Aus diesen Gründen ist es wichtig, die verwendeten
Nanostrukturen unter den jeweiligen experimentellen Bedingungen auch mit anderen
Methoden zu charakterisieren.
Einen wesentlichen Beitrag hierzu leistet die Extinktionsspektroskopie, bei der die
optischen Eigenschaften der Nanostrukturen untersucht werden. Hierzu werden die Pro-
ben mit Licht durchstrahlt, das üblicherweise im ultravioletten und sichtbaren Spek-
tralbereich liegt, aber sich auch bis ins nahe Infrarot erstrecken kann. Aus der Diffe-
renz der Intensitäten von eingestrahltem und transmittiertem Licht ergibt sich dann
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die Extinktion. Diese setzt sich aus der Absorption und der Streuung der Probe zu-
sammen, wobei die beiden Anteile anhand der Spektren nicht separiert werden können.
Für Lösungen chemischer Verbindungen, die aufgrund elektronischer Übergänge im be-
trachteten Spektralbereich absorbieren, besteht die Extinktion A im wesentlichen aus
Absorption, sodass sie nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz proportional zur Konzen-
tration der Lösung c, der Schichtdicke der durchstrahlten Probe d und einem für den
jeweiligen Farbstoff spezifischen Extinktionskoeffizienten ε ist (Gl. 2.5). Dieser Zusam-
menhang wurde in dieser Arbeit zur Bestimmung der Konzentration und damit der






= ε · c · d (2.5)
Für Metallnanopartikel lässt sich der Anteil der Streuung an der Extinktion nicht
vernachlässigen, da die Anregung von lokalisierten Oberflächenplasmonen in Metall-
nanostrukturen immer sowohl zu Streuung als auch zu Absorption im Bereich der
Resonanzfrequenz der Plasmonen führt.[84] Dennoch bieten Extinktionsspektren die
Möglichkeit mit einer relativ einfachen Messung einen Überblick über die Eigenschaf-
ten der Metallnanostrukturen zu gewinnen. Zum Beispiel lassen sich anhand der Plas-
monenbanden Partikelgrößen abschätzen.[85] Teilweise kann auch die Bildung von Ag-
gregaten anhand einer Rotverschiebung der Extinktionsbande beobachtet werden.[86]
Jedoch ist dies nicht absolut zuverlässig, da die Kopplung der Plasmonen der aggre-
gierten Nanopartikel auch in sogenannten dunklen Moden resultieren kann, die bei
einer Fernfeldanregung wie sie bei der Extinktionsspektroskopie stattfindet nicht be-
obachtbar sind, aber für die Verstärkung im SERS- bzw. SEHRS-Experiment eine hohe
Relevanz haben können.[87] In dieser Arbeit wurden Extinktionsspektren generell für ei-
ne grobe Übersicht über die Eigenschaften der verwendeten Strukturen zu Beginn der
Experimente verwendet und insbesondere wurde die Tatsache genutzt, dass anhand
der Extinktionsspektren die elektromagnetische Verstärkung im SERS- oder SEHRS-
Experiment – ohne den Einfluss der chemischen Verstärkung – abgeschätzt werden
kann.[72,88] Dies wird in Kapitel 7 diskutiert.
Die Streuung der plasmonischen Nanopartikel kann auch zur Lokalisierung der Par-
tikel mit Hilfe von optischer Dunkelfeldmikroskopie ausgenutzt werden. Dabei wird der
Beleuchtungsstrahl in einem Mikroskop so gerichtet, dass er zwar die Probe erreicht,
aber nicht vom Objektiv gesammelt wird.[89] Auf diese Weise enthalten die Aufnah-
men, die in einem solchen Mikroskop erhalten werden, wenig Hintergrund und es wird
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ausschließlich das Rayleigh-Streulicht von der Probe, nicht aber deren Absorption, be-
obachtet.[89]
Um Informationen über morphologische Eigenschaften der Nanostrukturen, insbe-
sondere deren Größe und Form, zu erhalten, können elektronenmikroskopische Verfah-
ren angewendet werden. Hierbei werden die extrem kurzen Wellenlängen von Elektro-
nenstrahlen ausgenutzt, um die mikroskopische Auflösung erheblich zu verbessern, so-
dass Nanostrukturen erkennbar werden. Im Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
werden Bilder von Metallnanopartikeln im wesentlichen durch Wechselwirkung eines
die Probe durchstrahlenden Elektronenstrahls mit den Atomkernen und eine daraus
resultierende elastische Streuung der Elektronen erzeugt.[90] Um ein Durchstrahlen der
Proben zu ermöglichen, müssen die Proben allerdings sehr dünn sein, üblicherweise
werden kolloidale Nanopartikel auf speziell angefertigte Gitter aufgebracht. Im Raster-
elektronenmikroskop (engl. scanning electron microscope, SEM) hingegen werden die
beim Abrastern der Probe mit dem Elektronenstrahl in alle Richtungen gestreuten
Sekundärelektronen detektiert,[90] sodass auch die Untersuchung dickerer Proben, z. B.
der in dieser Arbeit verwendeten auf Glas immobilisierten Silbernanopartikel, möglich
ist.
Für hochauflösende Elektronenmikroskopie müssen die Proben sich im Vakuum be-
finden. Um die Größe von Nanopartikeln in kolloidalen Lösungen zu untersuchen, kann
die dynamische Lichtstreuung (DLS) in diesen Lösungen gemessen werden. Dies beruht
auf der Tatsache, dass größere Partikel in einer Lösung langsamer diffundieren als klei-
nere Partikel, sodass die zeitliche Änderung der Rayleigh-Streuung dieser Partikel in
einem definierten Betrachtungswinkel von der Größe der Partikel abhängig ist.[91] Aller-
dings lassen sich keine Aussagen über die tatsächliche Größe der Nanopartikel machen,
da aus DLS-Daten nur der sogenannte hydrodynamische Durchmesser ermittelbar ist,
der die Nanopartikel und deren Solvathülle einschließt. Ein weiterer Nachteil der DLS
für die in dieser Arbeit verwendeten, relativ polydispersen Nanopartikel ist, dass für
die Ermittlung der Partikelgröße aus den Streudaten Näherungsverfahren verwendet
werden müssen, die am besten für monodisperse Partikelverteilungen mit einheitlichen
Partikelformen funktionieren.[92]
Um Wechselwirkungen zwischen Metallnanopartikeln und Molekülen zu untersu-
chen, sind Kenntnisse über die Oberflächenladung der Nanopartikel hilfreich. Einen
Hinweis auf die Oberflächenladung gibt das sogenannte Zeta-Potential, das die elektri-
sche Spannung zwischen der Oberflächenladung und der beweglichen Solvathülle der
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Partikel angibt.[93] Das Zeta-Potential wird unter Berücksichtigung der Viskosität und
der relativen Permittivität des Lösungsmittels aus der Geschwindigkeit der Partikel in
einem äußeren elektrischen Feld berechnet, die anhand der Lichtstreuung bei Bewegung
der Partikel in diesem Feld gemessen wird.[94] Dabei bestehen für die hier verwende-
ten polydispersen Silbernanopartikel ähnliche Schwierigkeiten wie bei der DLS, da
die unterschiedlichen Größen und Formen der Nanopartikel deren Bewegung auch im
elektrischen Feld beeinflussen. Zudem wird die Bewegung der Partikel und damit die
Zeta-Potentialmessung auch dann durch an der Oberfläche der Partikel gebundene Mo-
leküle, z. B. Stabilisatoren, beeinflusst, wenn diese Moleküle keinen direkten Einfluss
auf die Oberflächenladung haben.[94]
2.2 Analytische Anwendungen der Raman-Streuung
Raman-Streuung hat ein großes Anwendungspotential in der Analytik, z. B. für archäo-
logische und forensische Fragestellungen[95] sowie in der biomedizinischen Diagnostik.[96]
In dieser Arbeit wurden einzelne Anwendungsbeispiele für SEHRS – die pH-Sensorik,
die Untersuchung von Carotinoiden und die hyperspektrale Bildgebung – betrachtet,
zu denen in den folgenden Abschnitten der Stand der Forschung dargestellt wird.
2.2.1 Lokale pH-Wert-Bestimmung mit SEHRS und SERS
In vielen dynamischen wässrigen Systemen ist es wichtig, lokale Unterschiede des pH-
Wertes detektieren zu können. Dies gilt insbesondere für biologische Fragestellungen,
bei denen der pH-Wert Hinweise auf lokale Veränderungen im Gewebe geben kann.
Für diese Anforderung ist die oberflächenverstärkte Raman-Streuung eine interessan-
te Option, da sie es ermöglicht, chemische Unterschiede selektiv ausschließlich in der
unmittelbaren Nähe der Oberfläche von Metallnanostrukturen zu beobachten. Zwar
ist die Oberfläche von Metallnanopartikeln selbst relativ unempfindlich gegenüber
Änderungen des pH-Wertes der Umgebung – mit wenigen Ausnahmen, die in Kapi-
tel 7 diskutiert werden. Aber es können Sondenmoleküle auf die Oberfläche aufge-
bracht werden, deren chemische Struktur und Wechselwirkung mit der Metallober-
fläche sich bei unterschiedlichen pH-Werten unterscheiden. Zum einen können hierzu
vom pH-Wert abhängige Konformationsänderungen ausgenutzt werden, die zu einer
höheren Verstärkung des SERS-Signals bestimmter Gruppen im Molekül führen.[97]
26








a) niedriger pH-Wert b) hoher pH-Wert
Abb. 2.2: Struktur von para-Mercaptobenzoesäure (a) in der protonierten Form bei niedrigem pH-
Wert und (b) in der deprotonierten Form bei hohem pH-Wert.
Zum anderen können direkte Protonierung oder Deprotonierung der Sondenmoleküle
zu Strukturänderungen führen, die anhand der Banden in den SERS-Spektren nach-
vollziehbar sind. Als Sonden für solche Experimente wurden bereits verschiedene pH-
empfindliche Verbindungen diskutiert, z. B. Methylrot und Kresolrot,[98] die auch als
pH-Farbindikatoren gebräuchlich sind, Mercaptopyridin,[99] und Aminothiophenol.[100]
Insbesondere para-Mercaptobenzoesäure (pMBA, Abb. 2.2), deren Thiolgruppe wie
auch bei anderen organischen Tiolen eine stabile Bindung der Moleküle an Silberna-
nopartikeloberflächen ermöglicht,[27,101] und deren Carboxylgruppe eine hohe Empfind-
lichkeit der SERS-Spektren von pMBA gegenüber pH-Wert-Änderungen verursacht,[25]
ist für die pH-Wert-Bestimmung mit Hilfe von SERS gut geeignet. Die Orientierung der
Moleküle relativ zur Oberfläche und damit auch eine eventuelle zusätzliche Wechselwir-
kung der Carboxylgruppe mit dem Metall ist von der Konzentration abhängig.[25] Die
freie Carboxylgruppe hat einen pKa-Wert von 5[102] und liegt demnach bei sehr nied-
rigen pH-Werten protoniert und bei höheren pH-Werten deprotoniert vor (Abb. 2.2).
Grundsätzlich ist dies auch an der Metalloberfläche gegeben, allerdings können sich die
pKa-Werte durch Wechselwirkung mit der Oberfläche verschieben.[81,103]
pMBA wurde bereits zur Untersuchung lokaler pH-Werte in Zellen mit Hilfe von
SERS eingesetzt.[22–24,26,27,104] Auch eine Anwendung in Verbindung mit SEHRS wurde
vorgeschlagen, wobei festgestellt wurde, dass die unterscheidbaren pH-Bereiche bei
SEHRS und SERS verschieden sein können.[24]
Somit ist das pH-abhängige Verhalten des Systems aus Silbernanopartikeln und
pMBA in SERS-Experimenten bereits gut untersucht. In dieser Arbeit wurde dieses
System daher ausgenutzt, um verschiedene Silbernanopartikel hinsichtlich ihrer Eig-
nung als SEHRS-Substrate zu vergleichen und um Umgebungseinflüsse auf SEHRS-
und SERS-Spektren zu untersuchen (Kapitel 4 und 7).
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2.2.2 Raman-Spektroskopie von Carotinoiden
Carotinoide sind langkettige Kohlenwasserstoffe, die aus Isoprenoid-Einheiten zusam-
mengesetzt sind.[105] Sie unterscheiden sich in der Länge der Polyenkette und in den
Endgruppen. Aufgrund ihrer großen Bedeutung in der Natur und ihrer interessanten
optischen Eigenschaften wurden Carotinoide in den vergangenen Jahrzehnten vielfach
spektroskopisch untersucht.
Das konjugierte π-System in der Polyenkette führt dazu, das Carotinoide im Bereich
des sichtbaren Lichts absorbieren. Dies erklärt ihre Funktionen als Bestandteile der
Photosysteme I und II in Pflanzen. Dort ergänzen sie in den Lichtsammelkomplexen
die Chlorophylle und erweitern so den für die Photosynthese nutzbaren Spektralbereich
des einfallenden Lichts.[33] Gleichzeitig bieten sie durch Absorption und aufgrund ihres
hohen Reduktionspotentials einfache Möglichkeiten Energie abzuführen und schützen
somit die Photosysteme vor überschüssigem Licht.[106]
Menschliche und tierische Organismen können Carotinoide nicht selbst herstellen,
benötigen aber insbesondere β-Carotin als Vorläufer für Vitamin A und andere Reti-
noide, die für den Sehprozess wichtig sind,[107,108] und als Antioxidans in der Haut.[33]
Spektroskopische Untersuchungen ermöglichen Erkenntnisse über die Struktur, Zu-
sammensetzung und Funktion der Carotinoide in den genannten biologischen Prozes-
sen. Außerdem führen die energetisch niedrig liegenden elektronischen Zustände[109] und
die hohe molekulare Symmetrie der Carotinoide dazu, dass sie auch unabhängig von
ihrer Bedeutung in der Natur interessante Systeme für verschiedene spektroskopische
Methoden[110] und insbesondere für die Resonanz-Raman-Spektroskopie darstellen. So
wurden Raman-Anregungsprofile von β-Carotin unter verschiedenen Umgebungsbe-
dingungen,[34,35] sowie dessen Schwingungsspektren in Kombination mit Berechnungen
der Molekülstruktur untersucht.[36,111,112] Durch den starken Resonanzeffekt können
resonante Raman-Spektren von β-Carotin bis hin zu nanomolaren Konzentrationen
erhalten werden.[37] Der Vergleich der Resonanz-Raman-Spektren verschiedener Caro-
tinoide zeigt, dass die spektrale Signatur hauptsächlich durch Veränderungen in der
Polyenkette, z. B. cis/trans-Isomerie, aber weniger durch unterschiedliche Endgruppen
beeinflusst wird.[113,114]
Bei der Analyse natürlicher Systeme, die Carotinoide enthalten, dient die Raman-
Spektroskopie – bei Anregung sowohl in Resonanz als auch weit entfernt vom π − π∗-
Übergang – vor allem der Untersuchung der Zusammensetzung der Carotinoide[115] oder
ihrer Wechselwirkung mit der Umgebung,[116,117] wobei insbesondere die Wechselwir-
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kung und Orientierung von Carotinoiden in Lipidmembranen von Interesse ist,[118,119]
da sie deren Festigkeit beeinflussen.[33] Außerdem lässt sich anhand von Raman-Spek-
tren das chemische Verhalten von Carotinoiden unter Lichteinfluss in verschiedenen
Matrizes untersuchen.[120,121]
Für eine möglichst schonende Analyse verschiedener Carotinoid enthaltender bio-
logischer Proben, insbesondere zur Vermeidung der Veränderung der Proben durch
photochemische Prozesse, ist die Anregung der Raman-Spektren mit Wellenlängen im
nahen Infrarot vorzuziehen. Bei der Hyper-Raman-Spektroskopie kann man gleichzei-
tig Resonanzverstärkungseffekte durch den elektronischen Übergang der Carotinoide
ausnutzen, da die Zweiphotonenstreuung bei Anregung im nahen Infrarot im sichtba-
ren Spektralbereich auftritt. In diesem Spektralbereich lässt sich der intensivste, ein-
und zweiphotonenerlaubte, elektronische Übergang von β-Carotin anregen, neben dem
es noch weitere, energetisch höher liegende Zweiphotonen erlaubte Übergänge gibt.[122]
In bisherigen Hyper-Raman-Experimenten wurde kristallines β-Carotin als Modell in
der Hyper-Raman-Mikrospektroskopie verwendet.[123] Des weiteren wurde in Resonanz-
Hyper-Raman-Spektren organischer Lösungen von β-Carotin eine Verstärkung der
(nicht-resonanten) Hyper-Raman-Streuung des Lösungsmittels beobachtet, die auf ei-
ner intermolekularen Kopplung zwischen Carotinmolekülen und benachbarten Lösungs-
mittelmolekülen beruht.[124]
Von besonderem Interesse sind auch nicht-resonante Raman-Spektren von Caro-
tinoiden, da auf diese Weise andere Schwingungen untersucht werden können, die
bei resonanter Anregung neben den sehr dominanten, verstärkten Banden im Spek-
trum nur schwer zu beobachten sind. Außerdem ermöglicht der Vergleich von reso-
nanten und nicht-resonanten Raman-Spektren eine Beurteilung des Ausmaßes der Re-
sonanzverstärkung auf die verschiedenen Banden, was wiederum strukturelle Infor-
mationen über den elektronischen Übergang in den Molekülen bietet.[28] Allerdings
wurde für Carotinoide und andere vergleichbare Polyene bei Experimenten mit den
entsprechenden Feststoffen auch bei Anregung der Raman-Spektren mit Wellenlängen,
die weit entfernt vom elektronischen Übergang der Moleküle sind, ein Einfluss die-
ses Übergangs auf die Raman-Spektren beobachtet.[38,125] Dieser Einfluss wurde mit
einer Kopplung zwischen den π-Elektronen der einzelnen Moleküle und den Phono-
nen des Molekülverbands im Festkörper, der aufgrund der delokalisierten π-Elektronen
zum Teil metallische Eigenschaften hat, erklärt.[125] Daher sollten die Carotinoide für
Raman-Experimente, bei denen Einflüsse des elektronischen Übergangs ausgeschlossen
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werden sollen, in Lösungen vorliegen. Im Hinblick darauf, dass die natürliche Umge-
bung der Carotinoide im wesentlichen aus Lipidmembranen oder Proteinstrukturen
in wässriger Umgebung besteht, sind insbesondere Messungen in wässrigen Lösungen
von Interesse. Aufgrund der Tendenz der Carotinoide, in Wasser molekulare Aggre-
gate zu bilden, deren optische Eigenschaften sich deutlich von denen der Monomere
unterscheiden,[126,127] sollten diese Lösungen sehr geringe Konzentrationen aufweisen.
Um die Empfindlichkeit der Messungen, insbesondere bei nicht-resonanter Anre-
gung, zu erhöhen, kann die Ausnutzung der oberflächenverstärkten Raman-Streuung
(SERS) von Vorteil sein. Diese benötigt eine große räumliche Nähe zwischen den zu
untersuchenden Carotinmolekülen und der für die plasmonische Verstärkung verwen-
deten nanostrukturierten Metalloberfläche. Bei wässrigen Lösungen mit kolloidalen
Metallnanopartikeln ist eine solche Nähe nur für Carotinoide mit hydrophilen End-
gruppen,[128] die eine gewisse Affinität zur Metalloberfläche aufweisen, ohne weite-
res gegeben. Für hydrophobe Carotinoide, wie z. B. β-Carotin, ergibt sich somit ei-
nerseits die Möglichkeit, selektiv hydrophile Bestandteile komplexer Proben neben
den Carotinoiden bei Verwendung von SERS bzw. die Carotinoide selbst unter Ver-
wendung von Resonanzverstärkung, aber ohne plasmonische Verstärkung zu detektie-
ren.[129] Andererseits wurden verschiedene Ansätze entwickelt, um die Affinität zwi-
schen der Metalloberfläche und den Carotinoiden zu erhöhen, indem nanostrukturierte
Silberoberflächen mit verschiedenen Alkanthiolen funktionalisiert wurden.[130–132] Auf
diese Weise wurde anhand von Untersuchungen der Abstandsabhängigkeit der Ober-
flächenverstärkung festgestellt, dass die Resonanz-Raman-Streuung von β-Carotin auf
Silberoberflächen vor allem elektromagnetisch ist und kaum Einfluss durch chemische
Verstärkung besteht.[133] Ergänzend dazu zeigen Emissionsspektren von Silberober-
flächen nach Aufbringen einer β-Carotin-Schicht, dass eine Kopplung zwischen den
Plasmonen des Silbers und dem starken elektronischen Übergang des Carotins statt-
findet.[134] Um eine solche Kopplung zu untersuchen, können SERS-Spektren ebenfalls
hilfreich sein.[31,32]
In dieser Arbeit wurde ein neuer Ansatz verfolgt, um die Affinität zwischen β-Caro-
tin und Silbernanopartikeln zu erhöhen: die Verwendung eines thiolfunktionalisierten
Carotins, 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin (5 in Abb. 2.3). Dieses Caro-
tinthiol bindet an Goldoberflächen über die Thiolgruppe.[137] Da Schwefel zu Silber eine
ähnlich hohe Affinität hat wie zu Gold und viele organische Thiole auch auf Silberober-
flächen über die Thiolgruppe chemisorbieren,[101,138,139] wurde dieses Verhalten auch für
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Abb. 2.3: Syntheseweg zur Herstellung von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin (5) aus
8’-Apo-β-carotinal (1) nach [135, 136] und die Struktur des nicht funktionalisierten β-Carotins (6)
zum Vergleich. Die Zahlen an der Struktur von (6) zeigen die Nummerierung der Kohlenstoffatome
nach IUPAC-Nomenklatur,[105] wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wird.
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7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin auf Silbernanopartikeln erwartet.
Das Carotinthiol wurde ausgehend von 8’-Apo-β-carotinal (1) hergestellt (Abb. 2.3).
In früheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass in einer Wittig-Reaktion der Me-
thylester 2 hergestellt und anschließend zum Alkohol 3 reduziert werden kann.[135]
Ausgehend von diesem können in aufeinanderfolgenden nucleophilen Substitutionen
zunächst das Iodid 4[135] und schließlich das Thiol 5[136] hergestellt werden. Das Thiol
5 wurde in dieser Arbeit in SEHRS- und SERS-Experimenten im Vergleich zu nicht-
funktionalisiertem β-Carotin 6 (Abb. 2.3) untersucht (Kapitel 5).
2.2.3 Möglichkeiten für die multivariate Analyse von SEHRS-
Spektren zur Bildgebung
Für die breite Anwendbarkeit einer analytischen Methode sollte immer auch die Mög-
lichkeit gegeben sein, komplexe Gemische und die lokale Verteilung ihrer Bestandteile
zu untersuchen. Ein SEHRS-Spektrum enthält, ebenso wie andere Schwingungsspek-
tren, eine für die in der Probe enthaltenen Bestandteile spezifische Signatur. Aus einer
solchen Signatur können in univariaten Untersuchungen, die auf der Betrachtung der
Intensitäten oder Intensitätsverhältnisse ausgewählter Banden basieren, Informationen
über die Zusammensetzung einer Probe erhalten werden, wie für einphotonenangeregte
SERS-Spektren bereits bekannt ist.[140] Hierfür müssen allerdings die zu untersuchen-
den Bestandteile im Vorhinein bekannt sein und ihre Spektren müssen sich ausreichend
unterscheiden, um eine eindeutige Klassifizierung zu ermöglichen. Mit multivariaten
Verfahren hingegen kann die gesamte in den Spektren vorhandene Information ver-
wendet werden, wodurch auch feinere Unterschiede erkennbar werden.[141] Dies findet
in der Analytik zur Trennung komplexer Gemische anhand von Raman-, Infrarot- und
SERS-Spektren bereits verbreitete Anwendung[142–145] und ist auch für die hyperspek-
trale Bildgebung, also Bildgebung basierend auf einer Vielzahl von Datenpunkten pro
Spektrum, anhand von Raman- und SERS-Spektren nützlich.[39–41,146]
SEHRS und Hyper-Raman-Streuung folgen anderen Auswahlregeln als die oben
genannten schwingungsspektroskopischen Methoden (siehe Abschnitt 2.1). In mikro-
skopischen Anwendungen wird SEHRS aus einem stark begrenzten Probevolumen von
wenigen Femtolitern erhalten (siehe S. 43 f.). Daher sind Untersuchungen von lokalen
Verteilungen verschiedener Analyten mit sehr hoher Ortsauflösung denkbar. SEHRS
könnte somit in der bildgebenden Analytik zusätzliche Informationen liefern. Es wur-
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de bereits gezeigt, dass SEHRS-Spektren von komplexen Gemischen in biologischen
Proben erhalten werden können,[147] dass univariate Hyper-Raman-Bildgebung (ohne
Oberflächenverstärkung) basierend auf der Intensität einer einzelnen Bande möglich
ist[123] und dass deuterierte und protonierte Formen eines Analyten anhand der Inten-
sitäten der zueinander verschobenen Banden in ihren SEHRS-Spektren unterscheidbar
sind.[148] Ansonsten waren die bisherigen SEHRS-Untersuchungen jedoch im wesent-
lichen auf einzelne chemische Verbindungen konzentriert,[10,75,76,149,150] was sich mit
den geringen Streuquerschnitten, den dadurch oftmals langen Integrationszeiten und
dem Bedürfnis, zunächst den SEHRS-Effekt an sich besser zu verstehen, erklären lässt.
Daher wurden in dieser Arbeit anhand verschiedener einfacher Modellsysteme grund-
legende Untersuchungen zur Bildgebung basierend auf einer Kombination aus SEHRS-
und SERS-Spektren durchgeführt, die in Kapitel 6 diskutiert werden. Zunächst wur-
den univariate Unterscheidungen betrachtet und in einem zweiten Schritt multivariate
Verfahren, die Hauptkomponentenanalyse (engl. principal component analysis, PCA)
und die hierarchische Clusteranalse (HCA), zur Klassifizierung verwendet.
Bei der PCA wird die Varianz innerhalb eines Datensatzes untersucht. Dazu wird
ein neues Koordinatensystem definiert, dessen Achsen – die sogenannten Hauptkompo-
nenten – basierend auf einer Varianzgewichtung konstruiert werden. Die erste Haupt-
komponente entspricht also der größten Varianz des gesamten Datensatzes, die zweite
Hauptkomponente der größten Varianz der dann noch verbleibenden Daten usw. Die
Hauptkomponenten sind orthogonal zueinander und werden durch sogenannte Scores
und Loadings definiert. Die Loadings geben dabei die Richtung der Varianz einer
Hauptkomponente an und die Scores sind die Projektionen der Originaldaten auf die
entsprechende Hauptkomponente.[141] Damit lässt sich die Matrix der Originaldaten X
durch die Scores-Matrix T und die Loadings-Matrix P beschreiben (Gl. 2.6).[151]
X = TPT + R (2.6)
Werden weniger Hauptkomponenten gebildet als Originalvariablen (hier: Daten-
punkte in den Spektren) vorhanden waren, verbleibt zusätzlich eine Residuenmatrix
R, die die übrige Varianz des Datensatzes, üblicherweise das Rauschen, enthält. Daran
ist der große Vorteil der PCA erkennbar, der in einer Datenreduktion auf die wesentli-
chen Unterschiede in einem Satz von Daten bzw. Spektren besteht. Da in den Loadings
die Information über die Variablen bzw. Datenpunkte mit der höchsten Varianz ent-
halten ist, kann in einer PCA von Spektren außerdem erkannt werden, welche Banden,
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und damit welche chemischen Bestandteile einer Probe, für die Unterscheidung ver-
schiedener Proben verantwortlich sind.[151]
Die HCA basiert, im Gegensatz zur PCA, nicht auf Unterschieden, sondern auf
Ähnlichkeiten zwischen verschiedenen Spektren. Dabei werden die Spektren als n-dimen-
sionale Vektoren betrachtet, deren Abstände zueinander berechnet werden. Anschlie-
ßend werden basierend auf diesen Abständen iterativ Gruppen (Cluster) gebildet.[143]
Für die Berechnung der Abstände und die Bildung der Gruppen gibt es verschiedene
Algorithmen. In dieser Arbeit wurden die Abstände als euklidische Abstände berech-
net. Die Gruppierung der Spektren erfolgte nach dem Algorithmus von Ward, der in
jedem Schritt für alle möglichen Kombinationen die Summe der quadratischen Abwei-
chungen vom Mittelwert des Clusters, der bei einer Gruppierung neu gebildet würde,






Die folgenden Chemikalien wurden kommerziell erworben und direkt ohne weitere
Bearbeitung verwendet. 3-Aminopropyltriethoxysilan (98 %), 4-Carbomethoxybenzyl-
triphenylphosphoniumbromid (98 %), wasserfreies Dichlormethan (99,9 %), wasserfrei-
es n-Hexan und Natriumsulfat (wasserfrei, 99 %) wurden von der ABCR GmBH er-
worben. 8’-Apo-β-carotinal (≥ 96 %), Chloroform-d (99,8 atom % D, wasserfrei), was-
serfreies Dimethylsulfoxid (≥ 99 %), Dinatriumhydrogenphosphat (99 %), Diphosphor-
tetraiodid (95 %), Hydroxylaminhydrochlorid (99 %), wasserfreies Kohlenstoffdisulfid
(≥ 99 %), Lithiumaluminiumhydrid (1 mol L−1 in Tetrahydrofuran), Natriumhydroxid
(p. a.), Natriummethoxid (95 %), para-Aminothiophenol (97 %), para-Mercaptobenzoe-
säure (99 %), Polystyren-Partikel (3µm Durchmesser, wässrige Dispersion, 10 % (m/m)
Feststoffe), Silbernitrat (99,9999 %) und Thioharnstoff (≥ 99 %) wurden von der Firma
Sigma-Aldrich erworben. Adenin (99 %), β-Carotin (> 97 %) und Cytosin (≥ 99 %)
wurden von Fluka erworben. Kaliumcarbonat (≥ 99 %), Kaliumdihydrogenphosphat
(p. a.), Kaliumhydroxid (85 %), Kieselgel 60 (Korngröße 0,2-0,5 mm, 35-70 mesh), und
Natriumchlorid (99,99 %) wurden von der Merck KGaA erworben. Kristallviolett, Na-
triumborhydrid (98 %), Salzsäure (37 %) und Schwefelsäure (95-97 %) wurden von J. T.
Baker R⃝ verwendet. Magnesiumsulfat-Hydrat (getrocknet, ≥ 99 %) wurde von Riedel-de
Haën R⃝ verwendet. Malachitgrün-Hydrochlorid wurde von Aldrich erworben. Wasser-
freies Tetrahydrofuran (99,9 %, stabilisiert mit Butylhydroxytoluol) wurde von der Fir-
ma Acros Organics erworben. Trinatriumcitrat-Dihydrat (99 %) wurde von der Th. Gey-
er & Co KG erworben. Wasserstoffperoxid (30 %) wurde von der Firma Carl Roth
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GmbH & Co KG erworben. Nicht wasserfreie Lösungsmittel wurden in einer Reinheit
von ≥ 97 % von der Firma Stockmeier erworben.
Analytlösungen Für die Herstellung aller wässrigen Lösungen wurde Millipore-
Wasser (0,055µS cm−1) aus einer Reinstwasseranlage der Firma USF Elga (Purelab
Plus) verwendet. Für die Herstellung von Lösungen der Carotine wurde wasserfreies
Ethanol (≥ 99 %) verwendet. Zur Herstellung wässriger Lösungen von Kristallviolett,
pMBA und pATP wurden zunächst Stammlösungen der Konzentration 10−2 mol L−1 in
Methanol hergestellt, die dann mit Wasser verdünnt wurden. Alle anderen wässrigen
Lösungen wurden direkt in Wasser angesetzt.
pH-Pufferlösungen bei pH-Werten von 5 bis 8 wurden nach einem Protokoll von
Sörensen[153] aus 0,1 mol L−1 Lösungen von Kaliumdihydrogenphosphat und Dinatri-
umhydrogenphosphat hergestellt. Lösungen mit pH-Werten zwischen 2 und 4 wurden
durch Zugabe von konzentrierter Salzsäure zu der Pufferlösung mit einem pH-Wert
von 5, Lösungen mit pH-Werten zwischen 9 und 12 durch Zugabe von gesättigter Na-
triumhydroxidlösung zu der Pufferlösung mit einem pH-Wert von 8 hergestellt. Die
pH-Werte wurden mit einem digitalen pH-Meter (Cyberscan pH310, Eutech Instru-
ments) überprüft.
3.2 Herstellung und Immobilisierung der Silberna-
nopartikel
Alle in dieser Arbeit verwendeten kolloidalen Silbernanopartikellösungen wurden durch
Reduktion von Silberionen in wässriger (Millipore-Wasser, 0,055µS cm−1) Lösung her-
gestellt. Die Lösungen wurden sowohl während der Herstellung als auch zur Lagerung
durch Abdecken mit Aluminiumfolie vor Lichteinfluss geschützt.
Reduktion mit Citrat[154] Eine Lösung von 45 mg (0,3 mmol) Silbernitrat in 245 mL
Wasser wurde unter Rühren auf 85 ◦C erhitzt. Nach der Zugabe einer Lösung von 58 mg
(0,2 mmol) Trinatriumcitrat-Dihydrat in 5 mL Wasser wurde die Mischung für 1 Stunde
unter Rühren sieden gelassen.
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Reduktion mit Hydroxylamin[155] Zu einer Lösung von 12 mg (0,3 mmol) Natri-
umhydroxid und 11 mg (0,2 mmol) Hydroxylaminhydrochlorid in 90 mL Wasser wurde
unter Rühren eine Lösung von 17 mg (0,1 mmol) Silbernitrat in 10 mL Wasser gegeben.
Die resultierende Mischung wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur gerührt.
Reduktion mit Natriumborhydrid, I[156] Die Silbernanopartikel wurden nach die-
ser Methode von Tina Büchner hergestellt. Eine Lösung von 4 mg (0,02 mmol) Silber-
nitrat in 250 mL Wasser wurde auf 4 ◦C gekühlt. Dann wurden unter Rühren nachein-
ander 257 mg (0,9 mmol) Trinatriumcitrat-Dihydrat und eine frisch hergestellte kon-
zentrierte wässrige Lösung von 1, 25 · 10−3 mmol Natriumborhydrid zugegeben. Die
resultierende Mischung wurde für 30 Minuten bei 4 ◦C und anschließend für 4 Stunden
bei 70 ◦C gerührt.
Reduktion mit Natriumborhydrid, II[157] Die Silbernanopartikel wurden nach die-
ser Methode von Sebastian Fredrich hergestellt. Eine Lösung von 1 mg (0,005 mmol)
Silbernitrat in 6,5 mL Wasser wurde auf 0 ◦C gekühlt. Dann wurden unter Rühren 7 mg
(0,03 mmol) Trinatriumcitrat-Dihydrat zugegeben. Nach der Zugabe von einer eben-
falls auf 0 ◦C gekühlten Lösung von 1 mg (0,03 mmol) Natriumborhydrid in 0,35 mL
Wasser wurde die Mischung weitere 30 Minuten bei 0 ◦C gerührt.
Immobilisierung der Silbernanopartikel auf mit 3-Aminopropyltriethoxy-
silan (APTES) funktionalisierten Glasträgern[69] Für die Immobilisierung der
Silbernanopartikel wurden Mikroskopiedeckgläser als Träger verwendet. Die Gläser
wurden zunächst in einer Mischung aus 30 % Wasserstoffperoxid und konzentrierter
Schwefelsäure (4:1, v/v) gereinigt und mit Wasser gespült. Anschließend wurden sie für
30 Minuten in eine 20 %ige (v/v) wässrige Lösung von APTES gelegt. Überschüssiges
APTES wurde durch Spülen mit Wasser in einem langsamen Strom für 20 Minuten
entfernt. Danach wurden die Glasplättchen nacheinander für jeweils 10 Minuten bei
Raumtemperatur und bei 110 ◦C getrocknet. Nach kurzem Abkühlen wurden die funk-
tionalisierten Gläser über Nacht in die kolloidale Silbernanopartikellösung gelegt.
Strukturiertes Aufbringen von Analytmolekülen auf den immobilisierten
Nanopartikeln Sollten Analytmoleküle gleichzeitig mit den Nanopartikeln auf die
Oberflächen aufgebracht werden, wurden die mit APTES funktionalisierten Glasträger
senkrecht in eine Mischung aus kolloidaler Nanopartikellösung und Analytlösung (10:1,
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v/v) getaucht. Während der Glasträger eingetaucht war (über Nacht) wurde die Lösung
gerührt. Als Analytmoleküle wurden mit dieser Vorgehensweise die beiden Nukleobasen
Adenin und Cytosin verwendet (Endkonzentration in der Mischung 9 · 10−8 mol L−1).
Die nachträgliche Analytstrukturierung auf den immobilisierten Silbernanoparti-
keln erfolgte durch Eintauchen in die entsprechenden Lösungen für jeweils 30 Minuten.
Vor und nach jedem Eintauchschritt wurden die Glasträger an der Luft vollständig
trocknen gelassen um Diffusionseffekte zu vermeiden.
Als weitere Strukturierungsmethode wurden Experimente mit einem Kontaktspot-
ter (BioOdysseyTM CalligrapherTM Miniarrayer, BIO-RAD) durchgeführt. Dabei wur-
den Tropfen von wässrigen Analytlösungen der Konzentration 10−5 mol L−1 in Abstän-
den von 400µm auf der Oberfläche aufgebracht.
Immobilisierung von Silbernanopartikeln unter Zuhilfenahme von Polysty-
renmikropartikeln als Template Die kommerziell erhaltenen Polystyrenpartikel
wurden zunächst durch Zentrifugation gereinigt, um überschüssige Stabilisatormo-
leküle zu entfernen.[158] Dazu wurde die ursprüngliche Suspension mit Wasser auf 0,1 %
Feststoffgehalt (7 · 1010 Partikel L−1) verdünnt und für 5 Minuten bei 7540 g zentrifu-
giert (Centrifuge 5430, Eppendorf). Der Überstand wurde verworfen und der feste
Rückstand in Wasser resuspendiert. Dieser Vorgang wurde 8 Mal wiederholt. Nach
der letzten Zentrifugation wurden die Polystyrenpartikel in einem Zehntel des Was-
servolumens resuspendiert, um einen Feststoffgehalt von 1 % zu erhalten. 1 mL der
resultierenden Suspension wurde mit 4 mL einer kolloidalen Silbernanopartikellösung,
die durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt wurde, gemischt. In diese Lösung
(Endkonzentration der Polystyrenpartikel: 1, 4·1010 Partikel L−1, Endkonzentration der
Silbernanopartikel: 3 · 1014 Partikel L−1) wurde über Nacht ein mit APTES funktiona-
lisiertes Glasplättchen (Funktionalisierung wie oben für die Immobilisierung der Nano-
partikel beschrieben) gelegt. Nach dem Herausnehmen aus der Partikelmischung wurde
das Glasplättchen mit Toluen, Aceton oder Tetrahydrofuran gespült.
In situ Herstellung von Silbernanopartikeln in Zwiebelgewebe Die Herstel-
lung der Nanopartikel in Zwiebelgewebe erfolgte durch Marta Espina Palanco an der
DTU Kopenhagen. Etwa 1 cm2 große Stücke einer einzelnen Schicht einer roten Zwiebel
(Allium cepa) wurden für 20 Stunden bei Raumtemperatur und im Dunkeln in eine
10−3 mol L−1 Lösung von Silbernitrat in Wasser gelegt. Anschließend wurden sie mit
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Leitungswasser gespült und für mehrere Stunden auf einem Glasobjektträger (geschützt
vor Licht) trocknen lassen.
3.3 Herstellung des thiolfunktionalisierten Carotins
Die Carotinoide wurden bei allen Syntheseschritten nach Möglichkeit durch Abdecken
mit Aluminiumfolie vor Licht geschützt. Die Lagerung erfolgte unter Argonatmosphäre
bei -20 ◦C. Die Strukturen der Zwischen- und Endprodukte sind in Abb. 2.3 auf S. 31
dargestellt.
7’-Apo-7’-(4-carbomethoxyphenyl)-β-carotin (2)[135] 8’-Apo-β-carotinal (1, 1 g;
2,4 mmol) wurde unter Argonatmosphäre in 50 mL wasserfreiem Dimethylsulfoxid gelöst.
Anschließend wurden 1,4 g (2,9 mmol) 4-Carbomethoxybenzyltriphenylphosphonium-
bromid und 0,17 g (3,1 mmol) Natriummethoxid zugegeben. Die Mischung wurde für
34 Stunden bei 80 ◦C unter Feuchtigkeitsausschluss gerührt, wobei nach der Hälfte der
Zeit 1,18 g (2,4 mmol) des Phosphoniumbromids und 0,14 g (2,6 mmol) Natriummeth-
oxid zugegeben wurden. Anschließend wurde die Reaktionsmischung auf Raumtem-
peratur abgekühlt und in 800 mL Diethylether gegossen. Die entstandene Mischung
wurde in zwei gleiche Teile aufgeteilt und beide Teile wurden sechs Mal mit je 75 mL
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde über Magnesiumsulfat getrocknet, fil-
triert und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde aus Methanol/Dichlormethan umkristallisiert. Nach Trocknung am Vakuum für
1 h wurden 216 mg 2 (0,4 mmol, 17 % Ausbeute) erhalten.
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ [ppm] 1,03 (s, 5H, 16-, 17-CH3), 1,05 (s, 1H, 16-,
17-CH3), 1,47 (m, 2H, 2-CH2), 1,62 (m, 4H, 3-CH2), 1,72 (s, 3H, 18-CH3), 1,98 (s, 3H,
20’-CH3), 1,99 (s, 6H, 20-, 19-CH3), 2,02 (m, 2H, 4-CH2), 2,05 (s, 3H, 19’-CH3), 3,91
(s, 3H, -O-CH3), 6,13 (d, J = 16,1 Hz, 1H, 8-CH), 6,16 (d, J = 11,9 Hz, 1H, 10-CH), 6,18
(d, J = 17,1 Hz, 1H, 7-CH), 6,26 (d, J = 10,5 Hz, 1H, 14-CH), 6,31 (d, J = 9,0 Hz, 1H,
14’-CH), 6,36 (d, J = 14,9 Hz, 1H, 12-CH), 6,39 (d, J = 11,6 Hz, 1H, 10’-CH), 6,45 (d,
J = 14,5 Hz, 1H, 12’-CH), 6,58 (d, J = 15,8 Hz, 1H, 7’-CH), 6,63-6,69 (m, 4H, 15-, 11’-,
15’-, 11-CH), 6,99 (d, J = 15,9 Hz, 1H, 8’-CH), 7,47 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,51-7,56
(m, 3H), 7,67 (d, J = 12,0 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 11,9 Hz, 2H), 7,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H,
Ar-H).
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) δ [ppm] 12,77 (19-, 20-C), 12,82 (19’-, 20’-C),
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19,26 (3-C), 21,76 (18-C), 28,97, 33,11 (4-C), 34,27 (1-C), 38,72, 39,65 (2-, 16-, 17-C),
52,00 (-O-CH3), 124,60 (11’-C), 125,35 (11-C), 126,02 (7’-C), 126,10 (C-Ar), 126,81 (7-
C), 128,25, 128,44, 128,53, 128,79, 129,43 (5-C), 129,58 (C-Ar), 129,79 (15’-C), 129,98
(C-Ar), 130,77 (10-C, 15-C), 131,91, 132,05, 132,13, 132,30 (14-C), 133,73 (14’-C),
134,83 (10’-C), 134,99 (9’-C), 136,13 (13’-, 8’-C), 136,26 (9-C), 137,03 (13-C), 137,12
(12-C), 137,73 (8-C), 137,90 (6-C), 139,26 (12’-C), 142,39 (C-Ar), 166,94 (C=O).
7’-Apo-7’-(4-hydroxymethylphenyl)-β-carotin (3)[135] 310 mg (0,6 mmol) 2 wur-
den in 60 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) gelöst. Anschließend wurden 0,58 mL
einer 1 mol L−1 Lösung von Lithiumaluminiumhydrid in THF zugegeben. Die Reak-
tionsmischung wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Argonatmosphäre gerührt
und anschließend in 150 mL Wasser gegossen. Die wässrige Mischung wurde drei Mal
mit je 75 mL Dichlormethan extrahiert, die organische Phase über Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
Umkristallisation aus Dichlormethan/Methanol wurden 85 mg 3 (0,16 mmol, 27 % Aus-
beute) erhalten.
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ [ppm] 0,07 (s, 3H), 1,03 (s, 6H, 16- , 17-CH3),
1,47 (m, 2H, 2-CH2), 1,61 (m, 8H, 3-CH2), 1,72 (s, 3H, 18-CH3), 1,98 (s, 9H, 20’-,
19-, 20-CH3), 2,02 (m, 2H, 4-CH2), 2,04 (s, 3H, 19’-CH3), 4,68 (s, 2H, -CH2-OH), 6,13
(d, J = 15,8 Hz, 1H, 8-CH), 6,16 (d, J = 8,5 Hz, 1H, 10-CH), 6,18 (d, J = 16,3 Hz, 1H,
7-CH), 6,26 (d, J = 9,9 Hz, 1H, 14-CH), 6,29 (d, J = 10,2 Hz, 1H, 14’-CH), 6,34 (d,
J = 11,4 Hz, 1H, 10’-CH), 6,36 (d, J = 14,9 Hz, 1H, 12-CH), 6,42 (d, J = 14,9 Hz, 1H,
12’-CH), 6,58 (d, J = 16,0 Hz, 1H, 8’-CH), 6,63-6,69 (m, 4H, 15’-, 15-, 11’-, 11-CH),
6,90 (d, J = 15,9 Hz, 1H, 7’-CH), 7,31 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 7,42 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
Ar-H).
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) δ [ppm] 1,00, 12,80 (19-, 20-, 19’-, 20’-C), 19,25
(3-C), 21,76 (18-C), 28,97, 33,11 (4-C), 34,27 (1-C), 39,64 (2-C, 16-, 17-C), 65,18
(-CH2-OH), 124,81 (11’-C), 125,21 (11-C), 126,46 (C-Ar), 126,74 (7-C), 126,89 (7’-C),
127,39, 129,41 (5-C), 129,88 (15-C), 129,99 (C-Ar), 130,43 (15’-C), 130,81 (13’-, 10-C),
132,04 (13-C), 132,35 (14’-C), 133,20 (14-C), 133,34 (10’-C), 133,74 (8’-C), 135,36 (9’-
C), 136,15 (C-Ar), 136,29, 136,80 (C-Ar), 137,17 (12-C), 137,33 (C-Ar), 137,73 (8-C),
137,90 (6-C), 138,38 (9-C), 139,70 (12’-C).
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7’-Apo-7’-(4-iodomethylphenyl)-β-carotin (4)[135] 33 mg (0,06 mmol) Diphosphor-
tetraiodid wurden in 9,3 mL wasserfreiem Kohlenstoffdisulfid gelöst. Die Lösung wur-
de auf 0 ◦C gekühlt und es wurden 93 mg (0,18 mmol) 3 zugegeben. Nach 45 Minuten
wurde die Reaktionsmischung in 30 mL gesättigte Kaliumcarbonatlösung gegossen. Die
wässrige Mischung wurde vier Mal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die organi-
sche Phase wurde durch Kieselgur (”Filter Aid Celite Hyflo Super Cell“, ABCR GmbH)
filtriert, über Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. Es wurden 56 mg (0,09 mmol, 50 %) 4 erhalten.
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ [ppm] 0,07 (s, 7H), 0,87-0,94 (m, 11H), 1,02 (s,
6H, 16-CH3, 17-CH3), 1,25 (s, 2H), 1,27-1,38 (m, 12H), 1,39-1,44 (m, 5H), 1,47 (m, 3H,
2-CH2), 1,62 (m, 4H, 3-CH2, Wasser), 1,67 (m, 3H), 1,72 (s, 3H, 18-CH3), 1,98 (s, 9H,
20’-CH3, 19-CH3, 20-CH3), 2,01 (m, 3H, 4-CH2), 2,04 (s, 4H, 19’-CH3), 4,22 (m, 3H),
4,48 (s, 2H, Ar-CH2-I), 6,13 (d, J = 16,1 Hz, 1H, 8-CH), 6,15 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 10-CH),
6,18 (d, J = 15,4 Hz, 1H, 7-CH), 6,26 (d, J = 9,9 Hz, 1H, 14-CH), 6,30 (d, J = 8,3 Hz,
1H, 14’-CH), 6,34-6,37 (m, 2H, 10’-CH, 12-CH), 6,43 (d, J = 15,7 Hz, 1H, 12’-CH), 6,53
(d, J = 16,1 Hz, 1H, 8’-CH), 6,63-6,69 (m, 4H, 15’-CH, 15-CH, 11’-CH, 11-CH), 6,90 (d,
J = 15,9 Hz, 1H, 7’-CH), 7,32 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ar-H), 7,35 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H),
7,53 (m, 1H), 7,70 (m, 1H).
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) δ [ppm] 1,01, 6,28, 10,96, 12,79 (19-C, 20-C),
12,85 (19’-C, 20’-C), 14,05, 19,26 (3-C), 21,77 (18-C), 22,98, 23,73, 28,92, 28,98, 30,31,
30,35, 33,12 (4-C), 34,27 (1-C), 38,72, 39,65 (2-C, 16-C, 17-C), 68,15 (Ar-CH2-I), 124,79
(11’-C), 125,26 (11-C), 126,68 (7-C), 126,93 (7’-C), 128,79, 129,10, 129,42 (5-C), 129,87
(15-C), 130,52 (15’-C), 130,88 (13’-C, 10-C), 132,35 (14’-C), 132,44 (13-C), 133,33 (10’-
C), 133,68 (8’-C), 134,20, 136,87 (C-Ar), 137,58 (C-Ar), 137,75 (8-C), 137,91 (6-C),
137,98 (9-C), 138,59 (12’-C), 167,76.
7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin (5)[136] 49 mg (0,08 mmol) 4 wur-
den in 20 mL wasserfreiem THF gelöst und zu 246 mg (3,23 mmol) Thioharnstoff in
5 mL wasserfreiem THF gegeben. Die entstandene Mischung wurde für 20 Minuten bei
Raumtemperatur unter Argonatmosphäre gerührt, dann wurden 307 mg (5,48 mmol)
pulverisiertes Kaliumhydroxid zugegeben und für weitere 45 Minuten bei Raumtem-
peratur unter Argonatmosphäre gerührt. Anschließend wurde die Reaktionsmischung
mit 60 mL Wasser verdünnt und mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das
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Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt
wurde auf Kieselgel aufgezogen und säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Gradient von n-Hexan:Dichlormethan 80:20 bis 100 % Dichlormethan).
Es wurden 15 mg (0,03 mmol, 38 %) 5 erhalten.
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ [ppm] 0,07 (s, 12H), 0,78-0,86 (m, 24H), 0,87-
0,94 (m, 41H), 1,04 (s, 6H, 16-CH3, 17-CH3), 1,25 (s, 13H), 1,27-1,37 (m, 43H), 1,41
(m, 14H), 1,47 (m, 2H, 2-CH2), 1,56 (s, 19H, Wasser), 1,62 (m, 3H, 3-CH2), 1,65-1,70
(m, 8H), 1,72 (s, 3H, 18-CH3), 1,76 (s, 1H), 1,98 (s, 9H, 19-CH3, 20-CH3, 20’-CH3),
2,02 (m, 3H, 4-CH2), 2,04 (s, 3H, 19’-CH3), 3,62 (s, 2H, Ar-CH2-SH), 3,98 (m, 1H),
4,22 (m, 10H), 6,13 (d, J = 16,0 Hz, 1H, 8-CH), 6,15 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 10-CH), 6,18
(d, J = 15,6 Hz, 1H, 7-CH), 6,25 (d, J = 8,9 Hz, 1H, 14’-CH), 6,29 (d, J = 8,9 Hz, 1H,
14-CH), 6,34 (d, J = 11,1 Hz, 1H, 10’-CH), 6,35 (d, J = 14,7 Hz, 1H, 12-CH), 6,42 (d,
J = 15,0 Hz, 1H, 12’-CH), 6,56 (d, J = 16,0 Hz, 1H, 7’-CH), 6,61-6,70 (m, 4H, 15-CH,
15’-CH, 11-CH, 11’-CH), 6,89 (d, J = 16,0 Hz, 1H, 8’-CH), 7,18 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-
H), 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,53 (m, 4H), 7,71 (m, 4H).
Bestimmung der Konzentration des Carotinthiols Um das Verhältnis von 5 zu
Verunreinigungen abzuschätzen und Lösungen von bekannter Konzentration für die ge-
planten SERS-Experimente zu erhalten, wurden 9 mg des Syntheseprodukts in ca. 2 mL
Dichlormethan gelöst. Ein Teil dieser Lösung wurde im Verhältnis 1:1000 (v/v) mit Di-
chlormethan verdünnt um Extinktionsspektren zu messen. Anhand der Extinktion im
Maximum bei 472 nm wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten des Carotinthiols[137]
die Konzentration der Lösung berechnet. Der übrige Teil der Stammlösung wurde in
Aliquote von je 200µL aufgeteilt, die eingetrocknet wurden. Die festen Rückstände
wurden bei -20 ◦C gelagert, um bei Bedarf Lösungen in verschiedenen Lösungsmitteln
daraus herzustellen.
3.4 Raman- und Hyper-Raman-Experimente
Raman- und Hyper-Raman-Experimente wurden an mikrospektroskopischen Messauf-
bauten durchgeführt. Als Anregungsquellen dienten die in Tabelle 3.1 beschriebenen
Laser.
Das Anregungslicht wurde mit Hilfe verschiedener Objektive auf die Proben fokus-
siert und das Streulicht jeweils mit demselben Objektiv gesammelt. Die einzige Aus-
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Tabelle 3.1: Anregungslaser für die Raman- und Hyper-Raman-Experimente.
Wellenlänge [nm] Laserart Leistung [mW]a
405 Diodenlaser (DL-100, Toptica Photonics AG) 1-4
514 Argon-Ionen-Laser (Melles Griot) 0,2
532 Diodengepumpte Festkörperlaser (BWI-532-
100E, B & W Tec, Inc. bzw. Millenia 15SJ,
Newport Spectra Physics), außer bei Expe-
rimenten mit immobilisierten Silbernanoparti-
keln und Nanopartikeln in Zwiebelgewebe, für
die die zweite Harmonische des modengekop-
pelten 1064-nm Lasers (s.u.) verwendet wurde.
0,2-10
785 Diodenlaser (DL-100, Toptica Photonics AG) 4-40
1064 Modengekoppelter Nd:YVO4-Laser, 4-500
Pulslänge 7 ps, Pulswiederholrate: 76 MHz
(picoTrain, HighQ GmbH)
a Bereich der verwendeten mittleren Leistungen an der Probe. Die Bestrahlungsstärken für die
einzelnen Experimente sind in den Kapiteln 4 bis 7 bei den jeweiligen Spektren vermerkt.
nahme bilden die Experimente mit kolloidalen Lösungen mit Anregung bei 405 nm,
die ohne Mikroskop in Glasküvetten in 90◦-Geometrie durchgeführt wurden. Für alle
Experimente mit immobilisierten Nanopartikeln und Nanopartikeln in Zwiebelgewebe
wurde ein 60x Wasserimmersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur (NA) von
1,2 verwendet. Das gleiche Objektiv wurde für die Messungen der SERS- und Raman-
Spektren von Nanopartikel- und Analytlösungen mit Anregung bei 514 nm, 785 nm und
auch bei 532 nm, wenn keine parallelen Hyper-Raman-Experimente erfolgten, verwen-
det. Für ein- und zweiphotonenangeregte Raman-Experimente von Lösungen bei einer
Wellenlänge von 1064 nm und direkt parallel dazu erfolgende SERS-Experimente bei
532 nm wurde ein 10x Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0,3 verwendet. Fes-
te Proben wurden ebenfalls mit Hilfe von 10x Objektiven mit numerischen Aperturen
von 0,3 bzw. 0,25 untersucht.
Für die SEHRS-Experimente ergeben sich daraus in Abhängigkeit vom verwende-
ten Objektiv unter Annahme eines elliptischen Fokusvolumens aus den nach Gl. 3.1[6]
und Gl. 3.2[6] berechneten lateralen und axialen Auflösungen, rlateral und raxial, Fokus-
volumina von 0,3µm3 (60x Objektiv) bzw. 54µm3 (10x Objektiv). Dabei sind λ0 die
Anregungswellenlänge (für SEHRS: 1064 nm) und n der Brechungsindex des Immersi-
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onsmediums, also von Wasser bzw. Luft.













Für die Fokusvolumina im SERS-Experiment kann eine zylindrische Form ange-
nommen, die laterale Auflösung nach dem Abbeschen Beugungskriterium (Gl. 3.3)
und die axiale Auflösung anhand der Halbwertsbreite der axialen Intensitätsverteilung










Die Fokusvolumina für die SERS-Experimente liegen zwischen 0,3µm3 (für die
Anregung bei 532 nm unter Verwendung des Objektivs mit NA = 1,2) und 598µm3
(für die Anregung bei 1064 nm unter Verwendung des Objektivs mit NA = 0,3). Sie
sind also bei Betrachtung der identischen Anregungsbedingungen um einen Faktor von
ca. 10 größer als die Fokusvolumina im SEHRS-Experiment.
Rayleigh-Streuung wurde mit Hilfe von Notch- bzw. Langpassfiltern entfernt. Das
Raman-Streulicht wurde auf einen Spalt mit einer Breite von 100µm fokussiert und
an verschiedenen Gittern gebeugt. Die Detektion erfolgte für die einphotonenangereg-
ten Raman- und SERS-Spektren bei 1064 nm mit einem stickstoffgekühlten InGaAs-
Zeilendetektor (HORIBA Jobin-Yvon GmbH), für alle anderen Experimente mit stick-
stoffgekühlten CCD-Detektoren (HORIBA Jobin-Yvon GmbH).
Für die Experimente mit Anregung bei 514 nm wurde ein an ein Mikroskop gekop-
peltes LabRam HR800 (HORIBA Jobin-Yvon GmbH) verwendet, da dieser Aufbau
eine Untersuchung des niederfrequenten Spektralbereichs zwischen 200 und 250 cm−1
ermöglicht. Die Anregungswellenlänge von 514 nm wurde gewählt um Vergleichbarkeit
mit den anderen, bei 532 nm angeregten, Spektren zu gewährleisten.
Die spektrale Auflösung über den gesamten Spektralbereich betrug 2-3 cm−1 für
die einphotonenangeregten SERS- und Raman-Spektren bei 1064 nm, 6-8 cm−1 für
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die bei 532 nm angeregten SERS- und Raman-Spektren von Lösungen und für die
Hyper-Raman- und SEHRS-Spektren, 9-13 cm−1 für die bei 532 nm angeregten Raman-
Spektren von festen Carotinproben, 11-15 cm−1 für die bei 514 nm angeregten SERS-
Spektren, 5-8 cm−1 für die bei 785 nm angeregten SERS-und Raman-Spektren und
10-15 cm−1 für die bei 405 nm angeregten SERS-Spektren.
3.5 Probenpräparation für die SEHRS- und SERS-
Experimente
pH-abhängige Untersuchungen von pMBA Für SEHRS- und SERS-Experi-
mente mit pMBA wurden 20µL der jeweiligen kolloidalen Silbernanopartikellösung
mit 2µL einer NaCl-Lösung (1 mol L−1) und 2µL einer 10−4 mol L−1 wässrigen Lösung
von pMBA gemischt. Anschließend wurden 200µL der jeweiligen pH-Pufferlösung zu-
gegeben.
Untersuchungen der Carotinoide Für alle SEHRS-, SERRS- und SERS-Expe-
rimente mit Carotinoiden wurden Silbernanopartikel verwendet, die durch Reduktion
mit Hydroxylamin hergestellt wurden. Für SEHRS-Experimente mit Carotinoiden und
quasisimultane SERRS-Experimente mit Anregung bei 532 nm wurden jeweils 20µL
der kolloidalen Silbernanopartikellösung mit 2µL einer MgSO4-Lösung (1 mol L−1) und
2µL einer Lösung des entsprechenden Carotins (3 · 10−5 mol L−1 in Ethanol) gemischt.
Anschließend wurde die gesamte Mischung mit 200µL einer Lösung von 10 % (v/v)
Ethanol in Wasser verdünnt. Für alle anderen SERRS-Experimente mit Anregung
bei 532 nm bzw. 514 nm wurden die Mischungen, ohne den abschließenden Verdün-
nungsschritt, ebenso hergestellt wie für die SEHRS-Experimente, wobei unterschiedli-
che Konzentrationen von MgSO4- bzw. NaCl-Lösungen und Carotinlösungen verwendet
wurden um die entsprechenden Endkonzentrationen zu erzielen, die in Kapitel 5 bei
den jeweiligen Spektren angegeben sind. Für die SERS-Experimente mit Anregung
bei 1064 nm wurden 200µL der kolloidalen Silbernanopartikellösung mit 20µL einer
MgSO4-Lösung (0,1 mol L−1) und 20µL der Carotinlösung (3 ·10−5 mol L−1) in Ethanol
gemischt.
SEHRS-Spektren von Adenin und Cytosin Für SEHRS-Experimente mit Ade-
nin und Cytosin wurden Silbernanopartikel, die durch Reduktion mit Citrat herge-
45
Kapitel 3 - Material und Methoden
stellt wurden, verwendet. 20µL der kolloidalen Silbernanopartikellösung wurden mit
2µL einer MgSO4-Lösung (1 mol L−1) und 2µL einer Lösung von Adenin oder Cytosin
(10−3 mol L−1) gemischt und anschließend die gesamte Mischung mit 200µL Wasser
verdünnt.
SERS-Spektren von pATP und Adenin mit Anregung bei 405 nm Für die
SERS-Experimente mit Anregung bei 405 nm, die in Küvetten durchgeführt wurden,
wurden die kolloidalen Silbernanopartikellösungen in den in Abschnitt 7.4 angegebenen
Volumenverhältnissen mit Wasser verdünnt und anschließend 600µL der verdünnten
Silberpartikellösung mit 60µL der wässrigen Analytlösung gemischt. Wenn in Gegen-
wart von NaCl gemessen wurde, wurden vor der Zugabe der Analytlösung 600µL der
NaCl-Lösung zugegeben. Alle in Abschnitt 7.4 angegebenen NaCl- und Analytkonzen-
trationen sind Endkonzentrationen nach der Mischung aller Probenbestandteile.
Experimente mit immobilisierten Silbernanopartikeln und Nanopartikeln
in Zwiebelgewebe Für SEHRS- und SERS-Untersuchungen der immobilisierten
Silbernanopartikel und der Nanopartikel in Zwiebelgewebe wurden Tropfen der ent-
sprechenden wässrigen Analytlösungen auf der Oberfläche platziert, sodass der Anre-
gungslaser mit einem Wasserimmersionsobjektiv direkt auf die Oberfläche fokussiert
werden konnte. Auf immobilisierte Nanopartikel, auf die vorab Analyten strukturiert
aufgebracht worden waren, wurde anstelle der Analytlösung für die Messung ein Was-
sertropfen aufgebracht.
3.6 Auswertung der Raman- und Hyper-Raman-
Spektren
Frequenzkalibrierung Vor der Auswertung der Spektren wurde grundsätzlich ei-
ne Frequenzkalibrierung anhand von jeweils sechs, über den gesamten Spektralbereich
verteilten, Banden eines Raman-Spektrums von 4-Acetamidophenol oder Toluol bzw.
einem Gemisch aus Toluol und Acetonitril durchgeführt. Eine Ausnahme bilden die
SERS-Spektren, die bei 514 nm angeregt wurden; für diese wurde nur eine Versatzkor-
rektur anhand der Raman-Bande von Silicium bei 520 cm−1 durchgeführt.
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Entfernung von Spikes Wenn in einem Datensatz nur in einzelnen Spektren Spikes
vorkamen, wurden diese manuell gesucht und entfernt. Die für die SEHRS-Spektren
oftmals verwendeten deutlich längeren Integrationszeiten führen dazu, dass in diesen
Datensätzen deutlich mehr Spikes auftreten. Daher wurde dort zunächst ein automa-
tisierter Algorithmus verwendet, der den Großteil der Spikes anhand der punktuellen
Abweichung vom Median der ersten Ableitung des jeweiligen Spektrums erkennt. An-
schließend erfolgte auch in diesen Spektren eine manuelle Nachkorrektur der übrigen
Spikes. Die Intensitätswerte der Datenpunkte, die als Spikes identifiziert wurden, wur-
den in allen Fällen durch Interpolation ersetzt.
Bestimmung von Bandenintensitäten Für alle quantitativen Auswertungen der
SEHRS- und SERS-Spektren (Bestimmung von Bandenverhältnissen für univariate
Unterscheidungen verschiedener Analyten und Bestimmung von Verstärkungsfaktoren)
wurden die Intensitäten einzelner Banden als Messgrößen benötigt. Die Bandeninten-
sitäten wurden aus den Spektren ermittelt, indem das lokale Maximum in einem de-
finierten Bereich rund um die jeweilige Bande bestimmt wurde und die Intensität des
Untergrundes vom Maximalwert subtrahiert wurde. Zur Bestimmung der Untergrund-
intensität wurde eine Position in den Spektren verwendet, die möglichst nah an der
jeweiligen Bande liegt und an der keine andere Bande auftritt. Die Bandenpositionen
und zugehörigen Untergrundpositionen sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.
Bestimmung von Verstärkungsfaktoren Verstärkungsfaktoren EF wurden aus
dem Verhältnis der Intensität einer definierten Bande anhand von Gleichung 3.5 ab-
geschätzt.
EF = ISERS · NRS
IRS · NSERS
(3.5)
Dabei sind ISERS und IRS die basislinienkorrigierten Intensitäten der jeweiligen
Bande im SERS- bzw. Raman-Spektrum und NSERS bzw. NRS die Anzahlen der jeweils
zum Signal beitragenden Moleküle. Für die Bestimmung der Verstärkungsfaktoren in
den Experimenten mit Carotinen in kolloidalen Nanopartikellösungen wurden anstelle
der Molekülanzahlen die Konzentrationen der Carotine verwendet, da das Fokusvolu-
men im SERS- und im Raman-Experiment identisch war, davon ausgegangen werden
konnte, dass die Moleküle und Nanopartikel im gesamten Fokusvolumen gleichmäßig
verteilt waren und weil das Verhältnis von Molekülanzahl zu verfügbarer Nanoparti-
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Tabelle 3.2: Bandenpositionen, Bereiche in denen nach dem Maximum der Bande ge-
sucht wurde, und Positionen, an denen jeweils die Intensität des Untergrunds bestimmt
wurde, die bei den verschiedenen Analyten für die Bestimmung von Bandenverhältnissen
und Verstärkungsfaktoren verwendet wurden. Alle Werte sind in cm−1 angegeben.
Analyt Bandenposition Bereich Untergrundposition
Adenin 735 725-740 765
Cytosin 798 785-805 765
Carotin 1520 1505-1545 1560
Carotin 1155 1145-1165 1230
pMBA 363 340-380 480
pMBA 523 500-550 480
pMBA 1178 1170-1200 1115
pMBA 1365 1330-1400 1200 (SEHRS), 1460 (SERS)
pMBA 1685 1670-1720 1640 (SEHRS), 1760 (SERS)
CV 1175 1165-1195 1100
CV bzw. MG 1444 1430-1455 1460
CV bzw. MG 1479 1465-1485 1460
keloberfläche im SERS-Experiment die Annahme rechtfertigt, dass sich auf den Na-
nopartikeln maximal eine Monolage von Molekülen befand. Bei Verwendung der im-
mobilisierten Nanopartikel hingegen tragen nur diejenigen Moleküle zum SERS-Signal
bei, die sich direkt auf der Oberfläche befinden. Für die Berechnung dieser Anzahl
wurde aufgrund der Elektronenmikroskopie-Aufnahmen der immobilisierten Nanopar-
tikel (Abb. 6.17 a-b) angenommen, dass das für das SERS-Signal relevante Volumen
der Lösung maximal eine Höhe von zwei Nanopartikellagen hat.
Multivariate Auswertung Hauptkomponentenanalyse und hierarchische Cluster-
analyse, sowie die Datenvorbereitung wurden mit MATLAB (The Mathworks, Inc.)
durchgeführt. Für die multivariaten Analysen wurden die ersten Ableitungen der Spek-
tren verwendet, die unter Verwendung des Glättungsalgorithmus’ von Savitzky und
Golay[160] berechnet wurde, wobei für die Glättung ein Polynom zweiten Grades mit
fünf Stützstellen verwendet wurde. Vor der Berechnung der Ableitungen wurden die
Spektren zunächst im gewünschten Spektralbereich interpoliert und vektornormiert.
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Basislinienkorrektur Eine Basislinienkorrektur von kompletten Spektren wurde
ausschließlich für die bei 1064 nm angeregten SERS-, SEHRS- und Hyper-Raman-
Spektren der Carotine vorgenommen. Die Korrektur erfolgte mit einem Algorithmus
von Zhang et al.[161].
3.7 Weitere Charakterisierung der Nanostrukturen
und Analyten
Extinktionsspektren wurden mit einem UV/Vis/NIR-Spektrophotometer (V-670,
Jasco) in Transmission aufgenommen. Für Lösungen wurden Küvetten aus Quarzglas
mit einer Weglänge von 1 cm verwendet. Die Glasträger mit immobilisierten Nanopar-
tikeln wurden mit Hilfe eines speziellen Probenhalters vermessen.
Elektronenmikroskopie Transmissionselektronenmikroskopie-Bilder der Silberna-
nopartikel wurden mit einem Tecnai G2 20 S-TWIN (FEI) bzw. einem JEM 2200-FS
(Jeol) Mikroskop bei einer Beschleunigungsspannung von 200 kV aufgenommen. Die
kolloidalen Nanopartikellösungen wurden auf kohlenstoffbeschichtete Kupfergitter auf-
gebracht.
Rasterelektronenmikroskopie-Bilder der immobilisierten Silbernanopartikel wurden
mit einem Hitachi SU8030 Mikroskop bei einer Beschleunigungsspannung von 3 kV
aufgenommen. Zur Erhöhung der Leitfähigkeit wurden die Proben mit einem dünnen
Kohlenstofffilm bedampft.
Abschätzung der Nanopartikelkonzentrationen Anhand der Elektronenmikros-
kopie-Aufnahmen wurden die mittleren Durchmesser der Nanopartikel bestimmt. Aus
diesen wurde die Anzahl der Silberatome pro Nanopartikel berechnet, sodass unter der
Annahme, dass alle in der Herstellung eingesetzten Silberionen zu Nanopartikeln umge-
setzt wurden, die Konzentration der Nanopartikel berechnet werden konnte. Zur Verein-
fachung der Berechnung und da nur eine grobe Abschätzung der Konzentration erfolgen
sollte, wurden ausschließlich die annähernd sphärischen Nanopartikel berücksichtigt.
Für die Silbernanopartikel, die durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt wur-
den, ist diese Bedingung für die meisten Partikel erfüllt, bei den durch Reduktion mit
Citrat hergestellten Silbernanopartikeln liegen zu etwa 50 % auch Stäbchen mit sehr
verschiedenen Seitenverhältnissen und andere Formen vor.
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Dynamische Lichtstreuung (DLS) und zeta-Potentiale wurden bei einer Wel-
lenlänge von 633 nm mit einem Zetasizer R⃝ Nano ZS (Malvern Instruments) gemessen.
Die Messung fand im Rückstreumodus in einem Winkel von 173 ◦ statt. DLS-Messungen
erfolgten in Halbmikroküvetten aus Polymethylmethacrylat. Die Proben wurden für
120 s bei einer Temperatur von 25 ◦C equilibriert. Anschließend wurden drei Messrei-
hen durchgeführt, die jeweils aus zehn Messungen mit einer Messzeit von 20 s bestan-
den. zeta-Potential-Messungen erfolgten in speziellen Kapillarzellen aus Kunststoff. Es
wurde ebenfalls für 120 s bei einer Temperatur von 25 ◦C equilibriert, bevor jeweils drei
Messungen im Abstand von 30 s durchgeführt wurden.
Für DLS-Messungen der Silbernanopartikel mit verschiedenen Salzen wurden 100µL
einer kolloidalen Silbernanopartikellösung mit 10µL einer NaCl- oder MgSO4-Lösung
(0,1 mol L−1 oder 1 mol L−1) und 1 mL Wasser gemischt. Für zeta-Potential-Messungen
bei verschiedenen pH-Werten wurden 100µL einer kolloidalen Silbernanopartikellösung
mit 10µL einer NaCl-Lösung (1 mol L−1), 100µL der entsprechenden pH-Pufferlösung
und 900µL Wasser gemischt.
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) Zur Aufnahme von NMR-Spektren der
Carotinoide wurden die Carotinoide in CDCl3 gelöst. Die Aufnahme der Spektren er-




SEHRS und SERS am Beispiel
eines pH-Sensors
Die Abhängigkeit der SERS-Spektren von para-Mercaptobenzoesäure (pMBA) vom
pH-Wert ist bereits vielfältig untersucht worden[22–27] und auch anhand von SEHRS-
Spektren[24] lassen sich mit Hilfe von pMBA als Sonde lokale pH-Werte bestimmen.
Daher wurde ein pH-Sensor, bestehend aus pMBA und Silbernanopartikeln, hier als
erstes Anwendungsbeispiel gewählt, um die unterschiedlichen Einflüsse auf die SERS-
Spektren bei Ein- und Zweiphotonenanregung durch verschiedene Silbernanopartikel-
sorten zu untersuchen.
4.1 Charakterisierung der Silbernanopartikel
Alle verwendeten Silbernanopartikel wurden durch chemische Reduktion von Silber(I)-
Ionen in wässriger Lösung hergestellt. Die vier verschiedenen Sorten der Nanopartikel
unterscheiden sich in der Art bzw. Menge der zur Herstellung verwendeten Reduktions-
mittel und Stabilisatoren. Dadurch weisen die Nanopartikel unterschiedliche Größen
und Formen auf (Abb. 4.1) und unterscheiden sich in ihren Oberflächenbeschaffenheiten
(z. B. Ladung oder Kristallstruktur). Durch Reduktion mit Citrat entstehen, im Ver-
gleich mit den anderen Methoden, relativ große Partikel, die neben annähernd sphä-
rischen Formen auch andere Formen, vor allem Stäbchen, aufweisen (Abb. 4.1 a). Die
Reduktion mit Hydroxylamin ergibt hauptsächlich sphärische Partikel mit einer schma-
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Abb. 4.1: Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen der in dieser Arbeit verwendeten Sorten
von Silbernanopartikeln. Hergestellt durch (a) Reduktion und Stabilisierung mit Citrat, (b) Reduktion
mit Hydroxylamin, (c) Reduktion mit Natriumborhydrid und Stabilisierung mit Citrat I, (d) Reduk-
tion mit Natriumborhydrid und Stabilisierung mit Citrat II. Alle Skalen entsprechen einer Länge von
100 nm.
leren Größenverteilung (Abb. 4.1 b). Die beiden Methoden, bei denen Natriumborhy-
drid als Reduktionsmittel verwendet wurde, ergeben aufgrund des unterschiedlichen
Verhältnisses von NaBH4 zu Citrat sehr unterschiedliche Partikel: Bei Methode I ent-
stehen Partikel, die deutlich kleiner sind als bei allen anderen Methoden (Abb. 4.1 c),
bei Methode II entstehen große Agglomerate von Partikeln (Abb. 4.1 d).
Die unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften der vier Nanopartikelsorten
führen zu unterschiedlichen plasmonischen Eigenschaften. Zusätzlich verursachen die
elektrostatischen und strukturellen Unterschiede an den Partikeloberflächen Variatio-
nen in der Wechselwirkung der Partikel untereinander und mit den Analytmolekülen,
was ebenfalls einen Einfluss auf die konkret im SEHRS- oder SERS-Experiment vor-
liegenden plasmonischen Eigenschaften haben kann. Diese Unterschiede lassen sich
anhand eines Vergleichs der Extinktionsspektren der verschiedenen Nanoaggregate er-
kennen (Abb. 4.2 a). Für die Messung dieser Spektren wurden die kolloidalen Silber-
nanopartikellösungen mit Natriumchlorid-, pMBA- und pH-Pufferlösungen im gleichen
Verhältnis wie für die weiter unten diskutierten SEHRS-Experimente gemischt. Man
sieht, dass sich die Extinktionsmaxima der Nanoaggregate, vor allem aber die Breiten
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Abb. 4.2: Extinktionsspektren der Silbernanoaggregate mit pMBA so wie sie im SEHRS-Experiment
eingesetzt wurden. (a) Spektren der verschiedenen Partikelsorten bei pH 7, (b) Extinktion bei 1064 nm
der Silbernanoaggregate bei verschiedenen pH-Werten, (c-e) Spektren für jeweils eine Partikelsorte bei
verschiedenen pH-Werten: (c) Reduktion mit Citrat, (d) Reduktion mit Hydroxylamin, (e) Reduktion
mit NaBH4 (Methode II).
der Plasmonenbanden und die Extinktion oberhalb von 800 nm für die verschiedenen
Nanopartikelsorten unterscheiden. Der pH-Wert ändert jedoch die Extinktionsspek-
tren, für jede Partikelsorte einzeln betrachtet, nur wenig (Abb. 4.2 c-e), sodass auch die
Extinktion bei 1064 nm, der Anregungswellenlänge für die SEHRS-Experimente, stabil
ist (Abb. 4.2 b). Daher kann davon ausgegangen werden, dass Unterschiede zwischen
den SEHRS- bzw. SERS-Spektren bei verschiedenen pH-Werten tatsächlich durch Pro-
tonierung bzw. Deprotonierung der Analytmoleküle oder eine geänderte Wechselwir-
kung der Moleküle mit der Silberoberfläche, nicht aber durch plasmonische Effekte,
begründet sind. Das zeigt, dass die hier verwendeten Silbernanopartikel als plasmoni-
sche Substrate für pH-Messungen geeignet sind.
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4.2 pH-Abhängigkeit der SEHRS-Spektren von
para-Mercaptobenzoesäure
Die SEHRS-Spektren von pMBA mit unterschiedlichen Sibernanopartikelsorten sind
untereinander sehr ähnlich: Sie weisen im wesentlichen die gleichen Banden auf, die sich
nur in wenigen relativen Intensitäten unterscheiden (Abb. 4.3 a-c). Die kleinen Unter-
schiede, die vor allem bei niedrigen pH-Werten erkennbar sind, lassen sich durch eine
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Abb. 4.3: SEHRS-Spektren von pMBA (9 · 10−7 mol L−1) bei den pH-Werten 2, 7 und 12 mit Silber-
nanopartikeln, die hergestellt wurden durch Reduktion mit (a) Citrat, (b) Hydroxylamin, (c) NaBH4,
Methode I, (d) NaBH4, Methode II. Anregungswellenlänge: 1064 nm, maximale Photonenflussdichte:
6 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: (a, b) 2 s, (c) 15 s, (d) 10 s. Die Spektren sind Mittelwerte
aus jeweils 30 Spektren einer Probe.
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unterschiedliche Wechselwirkung der pMBA-Moleküle mit den verschieden gearteten
Silberoberflächen erklären. Eine Ausnahme bilden die Silbernanopartikel, die durch
Reduktion mit Natriumborhydrid (Methode II) hergestellt wurden. In den SEHRS-
Spektren dieser Partikel ist ein intensiver Untergrund zu beobachten (Abb. 4.3 d), der
dazu führt, dass fast ausschließlich bei neutralem pH-Wert und auch dort nur wenige
Banden von pMBA in den SEHRS-Spektren zu finden sind. Der Untergrund wird ver-
mutlich durch Rayleigh-Streuung an den bei dieser Nanopartikelsorte vorhandenen sehr
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Abb. 4.4: SERS-Spektren von pMBA (9 · 10−7 mol L−1) bei den pH-Werten 2, 7 und 12 mit Sil-
bernanopartikeln, die hergestellt wurden durch Reduktion mit (a) Citrat, (b) Hydroxylamin, (c)
NaBH4, Methode I, (d) NaBH4, Methode II. Anregungswellenlänge: 532 nm, Photonenflussdichte:
7 · 1023 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: (a, b, d) 1 s, (c) 2 s. Die Spektren sind Mittelwerte aus
jeweils 30 Spektren einer Probe.
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großen Partikelagglomeraten (Abb. 4.1) verursacht oder kann mit der Konzentration
dieser Nanopartikel zusammenhängen, wie an einem anderen Beispiel in Abschnitt 7.2
gezeigt wird. Daher können diese Nanopartikel, trotz ihrer scheinbar geeigneten plas-
monischen Eigenschaften (Abb. 4.2 a, e), für die pH-Detektion mittels SEHRS nicht
verwendet werden. In den SERS-Spektren von pMBA mit dieser Nanopartikelsorte,
die bei 532 nm angeregt wurden, besteht dieses Problem nicht (Abb. 4.4 d), sie sind
im für pMBA relevanten Spektralbereich ähnlich wie die SERS-Spektren von pMBA
mit den anderen Nanopartikelsorten (Abb. 4.4 a-c). Allerdings fällt auf, dass sowohl
in den SEHRS-Spektren als auch in den SERS-Spektren von pMBA mit beiden durch
Reduktion mit NaBH4 hergestellten Nanopartikelsorten die absolute Signalintensität
geringer ist (Abb. 4.3 c-d und Abb. 4.4 c-d) als mit den durch Reduktion mit Citrat
oder Hydroxylamin hergestellten Nanopartikeln (Abb. 4.3 a-b und Abb. 4.4 a-b). Dies
kann auf eine schwächere Wechselwirkung der pMBA-Moleküle mit den durch Reduk-
tion mit NaBH4 hergestellten Nanopartikeln, aber auch auf eine geringere plasmonische
Verstärkung hindeuten. Im Folgenden werden aus diesen Gründen die durch Reduktion
mit Citrat und Hydroxylamin hergestellten Silbernanopartikel verwendet.
Insgesamt unterscheiden sich die SEHRS-Spektren kaum von den bei 532 nm an-
geregten SERS-Spektren von pMBA und in beiden Fällen sind die Spektren mit den
durch Reduktion mit Citrat hergestellten Silbernanopartikeln in Übereinstimmung mit
Spektren, die für pMBA mit dieser Partikelsorte bereits berichtet wurden.[24,25] Eini-
ge Banden in den SEHRS-Spektren sind allerdings gegenüber den SERS-Spektren um
5-15 cm−1 verschoben. Dies wird in Abschnitt 4.4 unter zusätzlicher Berücksichtigung
der bei 1064 nm angeregten SERS-Spektren diskutiert. Hier sollen zunächst die deut-
lichen pH-abhängigen Unterschiede, die für die potentielle Anwendung für die pH-
Sensorik ausgenutzt werden können, beschrieben werden.
In basischer Lösung, wenn die pMBA-Moleküle deprotoniert sind, ist die COO−-
Streckschwingungsbande bei 1365 cm−1 in den SEHRS- und SERS-Spektren intensi-
ver als in den Spektren der sauren Lösung (Abb. 4.3 und Abb. 4.4). Umgekehrt ist
in saurer Lösung die C=O-Streckschwingungsbande der protonierten Carboxylgrup-
pe bei 1685 cm−1 intensiver. Um Einflüsse durch generelle Unterschiede der SEHRS-
und SERS-Verstärkung bei den verschiedenen pH-Werten (siehe auch Kapitel 7) auf
die pH-Wert-Bestimmung zu vermeiden, wurden bereits in anderen Arbeiten nicht
die absoluten Intensitäten dieser Banden als Indikatoren für den pH-Wert verwendet,
sondern deren Verhältnisse zu den Intensitäten der Banden der Aromatenschwingun-
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gen bei 1069 cm−1, 1178 cm−1 und 1576 cm−1, die pH-unabhängig sind,[24,27] oder das
Verhältnis der beiden gegenläufig pH-abhängigen Banden untereinander.[22]
Der Vergleich der Intensitäten der COO−-Streckschwingungsbande und der C=O-
Streckschwingungsbande in den SEHRS-Spektren, jeweils normiert auf die Intensität
der C-H-Deformationsschwingung bei 1178 cm−1, bei Verwendung der verschiedenen
Silbernanopartikel zeigt, dass die durch Reduktion mit Citrat hergestellten Nanopar-
tikel eine wesentlich empfindlichere pH-Wert-Bestimmung ermöglichen als die durch
Reduktion mit Hydroxylamin hergestellten Partikel (Abb. 4.5). Bei den durch Reduk-
tion mit Citrat hergestellten Silberpartikeln sind die in Abb. 4.5 betrachteten pH-
Werte im Bereich von 2 bis 8, zwischen denen jeweils etwa eine pH-Einheit liegt, re-
lativ eindeutig unterscheidbar (Abb. 4.5 a, c). Bei dieser Partikelsorte ist die COO−-




















































































Abb. 4.5: Intensitätsverhältnisse der Banden bei (a-b) 1365 cm−1 und 1178 cm−1 bzw. bei (c-d)
1685 cm−1 und 1178 cm−1 in den SEHRS-Spektren bei Anregung mit 1064 nm (schwarz in a-d) und
SERS-Spektren bei Anregung mit 532 nm (rot in a-d) von pMBA mit den Silbernanopartikeln, die
durch Reduktion mit Citrat (a, c) bzw. Hydroxylamin (b, d) hergestellt wurden, im pH-Wert-Bereich
2-8. Die Intensitätsverhältnisse sind Mittelwerte aus jeweils 30 Spektren, die Fehlerbalken zeigen die
zugehörigen Standardabweichungen.
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Abb. 4.6: Intensitätsverhältnisse der Banden bei 1365 cm−1 und 1178 cm−1 in den (a) SEHRS-
Spektren (1064 nm) und (b) SERS-Spektren (532 nm) von pMBA für mehrere Nanopartikelsorten
im pH-Wert-Bereich 2-12. Die Intensitätsverhältnisse sind Mittelwerte aus jeweils 30 Spektren, die
Fehlerbalken zeigen die zugehörigen Standardabweichungen.
Bande am besten für die pH-Wert-Bestimmung geeignet, da für diese Bande nicht
nur ein Trend für die einzelnen Messpunkte erkennbar ist, sondern die mittleren In-
tensitätsverhältnisse im pH-Wert-Bereich von 2 bis 6 zusätzlich außerhalb der Feh-
lertoleranzen des jeweils benachbarten Messpunktes liegen (Abb. 4.5 a), während die
Verteilung der Intensitäten für die C=O-Bande breiter ist (Abb. 4.5 c). Bei den durch
Reduktion mit Hydroxylamin hergestellten Silbernanopartikeln hingegen ist die sehr
breite COO−-Streckschwingungsbande in den SEHRS-Spektren nicht für eine genaue
pH-Wert-Bestimmung verwendbar (Abb. 4.5 b), während bei der C=O-Bande immer-
hin ein Trend zu beobachten ist (Abb. 4.5 d).
Die Intensitätsverhältnisse in den bei 532 nm angeregten SERS-Spektren erlauben
mit beiden Nanopartikelsorten eine präzisere Unterscheidung von pH-Werten im sauren
bis neutralen Bereich als die SEHRS-Spektren (Abb. 4.5). Dabei ist hervorzuheben,
dass die Standardabweichungen der Intensitätsverhältnisse bei den durch Reduktion
mit Hydroxylamin hergestellten Nanopartikeln noch etwas kleiner sind als bei den
Citrat-Partikeln. Die durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellten Partikel, mit
denen anhand der SEHRS-Spektren kaum Unterscheidung der verschiedenen pH-Werte
möglich ist, bieten also anhand der SERS-Spektren die präziseste Unterscheidung.
Da der pKa-Wert von pMBA im sauren Bereich liegt, sind bei sehr hohen pH-Werten
alle Carboxylgruppen deprotoniert, sodass oberhalb eines pH-Wertes von 8 kaum noch
Änderungen der entsprechenden Banden in den SEHRS- und SERS-Spektren zu be-
obachten sind. Dennoch zeigt Abb. 4.6, dass sich der Trend der Intensitätsverhältnisse
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in den SEHRS- und SERS-Spektren auch beim Übergang von neutraler zu extrem
basischer Umgebung fortsetzt, allerdings mit schwächerer Ausprägung, sodass in die-
sem Bereich nur eine grobe Unterscheidung möglich ist. Im Hinblick auf potentielle
biologische Anwendungen des pH-Sensors ist jedoch ohnehin der Bereich der sauren
und neutralen pH-Werte interessanter: Abweichungen vom physiologischen, neutralen
pH-Wert hin zu niedrigeren pH-Werten spielen z. B. bei endocytotischen und exocyto-
tischen Transportwegen und beim Wachstum von Krebszellen eine Rolle.[162–164] Dies
ist genau der pH-Wert-Bereich, in dem die Detektion basierend auf den SERS- und
SEHRS-Spektren von pMBA besonders empfindlich ist.
4.3 SERS-Spektren von para-Mercaptobenzoesäure
mit Anregung bei 1064 nm
Mit den Silbernanopartikeln, die durch Reduktion mit Citrat bzw. Hydroxylamin her-
gestellt wurden, konnten SERS-Spektren von pMBA auch mit Anregung bei 1064 nm
in guter Qualität erhalten werden (Abb. 4.7). Mit den durch Reduktion mit NaBH4
nach Methode I hergestellten Nanopartikeln wurden bei dieser Anregungswellenlänge
nur sehr schwache Signale von pMBA erhalten, die für eine Unterscheidung der pH-
Werte nicht ausreichen (hier nicht gezeigt). Die Partikel, die nach der NaBH4-Reduk-
tionsmethode II hergestellt wurden, wurden deshalb und weil mit ihnen schon in den
SEHRS-Spektren bei derselben Anregungswellenlänge ein intensiver Streuuntergrund
auftrat, hier nicht untersucht.
Die Moden der Carboxyl- bzw. Carboxylatgruppe bei 1685 cm−1 bzw. 1365 cm−1,
deren Intensität in den SEHRS-Spektren und in den bei 532 nm angeregten SERS-
Spektren zur Unterscheidung verschiedener pH-Werte dienen kann (siehe Abschnitt
4.2), sind in den bei 1064 nm angeregten SERS-Spektren nur sehr schwach, es sind
hauptsächlich die Schwingungen des Phenylrings zu beobachten (Abb. 4.7). Allerdings
gibt es eine Bande mit vom pH-Wert abhängiger Intensität bei 363 cm−1, die insbe-
sondere bei hohen pH-Werten sehr intensiv ist (Abb. 4.7). Diese Bande wurde bisher
wenig untersucht, da sie oft außerhalb des messbaren Spektralbereichs liegt, wurde
aber bereits früher für deprotonierte pMBA beobachtet.[165] Unter Zuhilfenahme der
SERS-Spektren von ortho-Mercaptobenzoesäure[166] und Naphthalenthiol[71] kann sie
einer C-S-Streckschwingung in Kombination mit einer Phenyldeformationsschwingung
zugeordnet werden. Das Intensitätsverhältnis zwischen dieser Bande und der Phenyl-
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Abb. 4.7: SERS-Spektren von pMBA (9·10−7 mol L−1) mit Silbernanopartikeln, die durch Reduktion
mit (a) Citrat bzw. (b) Hydroxylamin erhalten wurden, bei verschiedenen pH-Werten. Anregungswel-
lenlänge: 1064 nm, maximale Photonenflussdichte: 3 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 10 s.
Die Spektren sind Mittelwerte von jeweils 30 Spektren einer Probe.
deformationsbande bei 523 cm−1, ist eine sehr empfindliche Messgröße für pH-Werte
zwischen 2 und 7 (Abb. 4.8). Die Unterscheidung der pH-Werte ist hierbei ähnlich gut
wie mit den im Sichtbaren angeregten SERS-Spektren und damit besser als anhand
der ebenfalls bei 1064 nm angeregten SEHRS-Spektren (vgl. Abb. 4.5). Dadurch ergibt
sich mit SERS-Spektren, die bei 1064 nm angeregt werden, eine zusätzliche Möglichkeit
für die Bestimmung lokaler pH-Werte, die aufgrund der nahinfraroten Anregungswel-
lenlänge für Anwendungen in biologischen Proben besser geeignet ist als die bisher
untersuchten kürzeren Anregungswellenlängen für SERS.
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Abb. 4.8: Intensitätsverhältnisse der Banden bei 363 cm−1 und 523 cm−1 in den SERS-Spektren
(1064 nm) von pMBA bei den pH-Werten 2-8. Die Intensitätsverhältnisse sind Mittelwerte aus jeweils
30 Spektren, die Fehlerbalken zeigen die zugehörigen Standardabweichungen.
4.4 Kombination der verschiedenen Spektren zur
Charakterisierung des pH-Sensors
Wie in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt wurde, ermöglichen SEHRS-Spektren
von pMBA in ähnlicher Weise wie die SERS-Spektren eine Unterscheidung verschie-
dener pH-Werte. Die Empfindlichkeit des pH-Sensors ist dabei allerdings im Fall von
SEHRS etwas geringer (Abb. 4.5). Im Folgenden soll gezeigt werden, dass die SEHRS-
Spektren dahingegen einen wichtigen Beitrag zur Charakterisierung des auf pMBA und
Silbernanopartikeln basierenden pH-Sensors leisten. So können insbesondere Änderun-
gen der Orientierung der pMBA-Moleküle auf der Silberoberfläche und die entspre-
chend stattfindende Wechselwirkung anhand der SEHRS-Spektren verfolgt werden.
Auf den ersten Blick sind die SEHRS- und SERS-Spektren von pMBA sehr ähnlich,
da das Muster der relativen Bandenintensitäten sich kaum unterscheidet (vgl. Abb. 4.3
und Abb. 4.4 bzw. Abb. 4.7). Allerdings treten einzelne Banden in den SEHRS-
Spektren bei um 5-15 cm−1 kleineren Raman-Verschiebungen auf und die SEHRS-
Spektren enthalten einzelne zusätzliche Banden und Schultern, deren Anwesenheit zum
Teil vom pH-Wert abhängig ist (Für eine Übersicht der Bandenpositionen bei den ver-
schiedenen Anregungsmethoden und bei verschiedenen pH-Werten siehe Tabelle 4.1.).
Das deutet darauf hin, dass in den SEHRS- und SERS-Spektren unterschiedliche Mo-
den beobachtet werden. Die Ursache dafür können unterschiedliche Adsorptionsgeome-
trien (im wesentlichen entweder parallel zur Oberfläche oder aufrecht gewinkelt) und
61
Kapitel 4 - Analytische Anwendung von SEHRS und SERS am Beispiel eines
pH-Sensors
Tabelle 4.1: Bandenpositionen in cm−1 und Zuordnungen[25,71,103,166–170] für die SERS- und SEHRS-
Spektren von pMBA mit Silbernanopartikeln, die durch Reduktion mit Citrat hergestellt wurden.
SEHRS (1064 nm) SERS (1064 nm) SERS (532 nm) Zuordnunga
pH 2 pH 7 pH 12 pH 2 pH 7 pH 12 pH 2 pH 7 pH 12
363 361 δ (Phenyl), ν (C-S)
519 520 520 523 523 522 i.p. δ (Ring)
684 684 o.o.p. δ (C-H)
695 697 o.o.p. δ (C-H, CCC)
710 712 716 714 714 o.o.p. δ (CCC)
800 o.o.p. δ (C-COOH)
836 840 839 842 842 δ (COO−)
1011 1009 1009 1012 1013 1013 δ (Ring)
1073 1069 1070 1077 1075 1075 1078 1077 1077 Ringatemschwingung
1138 1139 1139 ν(C-COO−)
1182 1178 1179 1182 1182 1179 1187 1185 1184 i.p. δ (C-H)
1365 1366 1368 1367 ν(C-COO−, geb.)
1375 1381 1381 1381 ν(C-COO−, n. geb.)
1485 1479 1478 1486 1485 1484 i.p. δ (C-H)
1583 1576 1576 1589 1583 1583 1590 1585 1583 ν (Ring)
1685 1703 ν (C=O in COOH)
a ν Streckschwingung, δ Deformationsschwingung, o.o.p. Schwingung aus der Ebene des
Phenylrings heraus, i.p. Schwingung in der Ebene, geb. gebunden an Oberfläche, n. geb. nicht
an Oberfläche gebunden.
chemische Wechselwirkungen der Moleküle an der Silberoberfläche sein, von denen
einige ausschließlich in den SEHRS-Spektren, nicht aber in den SERS-Spektren be-
obachtbar sind. Hierbei kommt, neben den unterschiedlichen Symmetrieauswahlregeln
von ein- und zweiphotonenangeregter Raman-Streuung, zum Tragen, dass SEHRS eine
höhere Empfindlichkeit gegenüber der Oberflächenladung und der chemischen Umge-
bung der Nanostrukturen hat als SERS.[11]
Abb. 4.9 zeigt die Ringstreckschwingungsbande bei ca. 1580 cm−1 für die verschie-
denen Anregungsbedingungen und unterschiedliche pH-Werte. In den SEHRS-Spektren
wird diese Bande mit zunehmendem pH-Wert zuerst breiter und verschiebt sich, bis
schließlich in sehr basischer Lösung eine Schulter bei kleinerer Raman-Verschiebung zu
beobachten ist (Abb. 4.9 a). Die zusätzliche Schulter kann der nicht-totalsymmetrischen
Streckschwingung zugeordnet werden, während die höherfrequente, intensivere Bande
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Abb. 4.9: Ausschnitte der (a) SEHRS-Spektren und (b, c) SERS-Spektren von pMBA mit Silbernano-
partikeln, die durch Reduktion mit Citrat hergestellt wurden. Anregungswellenlängen: (a, b) 1064 nm,
(c) 532 nm. Übrige experimentelle Parameter wie in Abb. 4.3 a, 4.7 a und 4.4 a.
der totalsymmetrischen Streckschwingung zugeordnet wird.[170] Die nicht-totalsymme-
trische Mode wurde in SERS-Spektren bisher dann beobachtet, wenn ein größerer La-
dungstransfer zwischen den Phenylringen der pMBA-Moleküle und der Silberoberfläche
stattfindet.[168,170] Dieser wird durch eine Veränderung des π-Elektronensystems auf-
grund von intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen der Carboxylatgruppe mit
den Wasserstoffatomen des Phenylrings[168] oder mit Fremdmolekülen[170] ermöglicht.
Das Auftreten dieser Bande in den SEHRS-Spektren bei hohen pH-Werten deutet dar-
auf hin, dass in basischer Lösung mehr pMBA-Moleküle parallel zur Silberoberfläche
angeordnet sind. Denn in dieser Orientierung, bei der die Phenylringe und Carboxylat-
gruppen benachbarter pMBA-Moleküle in einer Ebene liegen, ist die Bildung von inter-
molekularen Wasserstoffbrücken begünstigt. Zusätzlich kann ein parallel zur Oberfläche
liegender Phenylring auch an sich eine stärkere Wechselwirkung mit dem Silber einge-
hen.[171] Im Prinzip wird dies auch durch die Verschiebung der Ringstreckschwingungs-
bande zu kleinerer Raman-Verschiebung in den SERS-Spektren (Abb. 4.9 b-c) gezeigt,
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jedoch weisen die SERS-Spektren für jeden pH-Wert nur eine Bande auf, während das
SEHRS-Spektrum bei pH 12 (Abb. 4.9 a) belegt, dass bei diesem pH-Wert keine ein-
heitliche Adsorbatspezies, sondern unterschiedliche Molekülorientierungen vorliegen.
Ein weiterer Hinweis auf einen mit steigendem pH-Wert zunehmenden Anteil an
parallel zur Silberoberfläche orientierten pMBA-Molekülen ist in der Carboxylatstreck-
schwingungsbande zu finden. Eine Verschiebung der Carboxylatstreckschwingung zu
kleineren Raman-Verschiebungen deutet auf eine Wechselwirkung der Carboxylatgrup-
pe mit der Metalloberfläche hin,[25,169] die nur bei paralleler Anordnung der Moleküle
möglich ist. In den bei 532 nm angeregten SERS-Spektren befindet sich diese Ban-
de bei allen pH-Werten bei 1381 cm−1, wobei bei hohen pH-Werten eine Schulter bei
1368 cm−1 hinzukommt (Abb. 4.4 a und Tabelle 4.1). In den SEHRS-Spektren sieht man
die Carboxylatstreckschwingung ausschließlich bei hohen pH-Werten und dann nur bei
1365 cm−1 (Abb. 4.3 a und Tabelle 4.1), also dort, wo in den SERS-Spektren die Schul-
ter auftritt. Zudem ist die Bande in den SEHRS-Spektren im Verhältnis zu den Ring-
schwingungen bei 1069 cm−1 und 1576 cm−1 intensiver als in den SERS-Spektren. An-
hand der Carboxylatbande lassen sich demnach in den SERS-Spektren hauptsächlich
die aufrecht adsorbierten Moleküle beobachten, während in den SEHRS-Spektren aus-
schließlich die parallel zur Oberfläche angeordneten Moleküle nachgewiesen werden.
Die Banden der Phenyldeformationsschwingungen außerhalb der Ringebene liefern
in den SEHRS-Spektren deutlichere Hinweise auf die Orientierung der Moleküle an der
Oberfläche als die SERS-Spektren: Die C-H- und CCC-Deformationsschwingungsban-
den aus der Ebene des Phenylrings heraus,[25,168,170] bei 684 cm−1 und 710 cm−1, sind in
den SEHRS-Spektren bei höheren pH-Werten intensiver und können somit eindeutig
aufgelöst werden, während sie in saurer Lösung schwächer sind und zu einer gemein-
samen breiten Bande bei 695 cm−1 überlagern (Abb. 4.10 a). Dies lässt sich mit den
Oberflächenauswahlregeln, nach denen Schwingungen mit Polarisationsänderungen or-
thogonal zur Metalloberfläche mehr verstärkt werden,[9] ebenso wie die oben genannten
Beobachtungen auf mehr flach angeordnete Moleküle bei hohen und mehr gewinkelt
angeordnete Moleküle bei niedrigen pH-Werten zurückführen. In den SERS-Spektren
ist die C-H-Deformationsbande bei 684 cm−1 bei keinem der pH-Werte eindeutig auf-
gelöst, einen Hinweis auf ihre Anwesenheit gibt es dort nur bei niedrigen pH-Werten,
bei denen bei 697 cm−1 eine ähnliche breite Bande auftritt (Abb. 4.10 b) wie in den
SEHRS-Spektren. Die Zuordnung der SERS-Bande ist nur durch den Vergleich mit den
SEHRS-Spektren bei hohen pH-Werten, wo beide Banden aufgelöst sind, möglich.
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Abb. 4.10: Ausschnitte der (a) SEHRS-Spektren und (b) SERS-Spektren von pMBA mit Silberna-
nopartikeln, die durch Reduktion mit Citrat hergestellt wurden. Anregungswellenlängen: (a) 1064 nm,
(b) 532 nm. Übrige experimentelle Parameter wie in Abb. 4.3 a und 4.4 a.
Die hier beschriebenen Beispiele zeigen, dass eine Kombination von Ein- und Zwei-
photonenanregung eine umfassendere Charakterisierung von pMBA auf Silbernano-
partikeloberflächen ermöglicht als SERS allein. Wie in Kapitel 5 gezeigt werden wird,
ist dies auch auf andere Analyten anwendbar. Die SEHRS-Spektren sind insbesondere
bei flacher Orientierung der pMBA-Moleküle auf der Oberfläche aussagekräftiger als
SERS-Spektren. Die Auswahl der plasmonischen Nanostrukturen ist für SEHRS we-
sentlich kritischer als für SERS-Spektren, die mit sichtbarem Licht angeregt werden. In
den Fällen, in denen SEHRS-Spektren von pMBA erhalten werden konnten, ist jedoch
eine große Ähnlichkeit der Spektren, die mit verschiedenen Nanostrukturen erhalten
wurden, beobachtbar (Abb. 4.3 a-c). Dies deutet darauf hin, dass die Orientierung der
pMBA-Moleküle auf der Silberoberfläche in allen Fällen ähnlich und vor allem vom
pH-Wert abhängig ist, nicht aber z. B. von der Oberflächenbedeckung: Geht man von
einem Platzbedarf pro Molekül von 0,2 nm2 aus,[165] sind die durch Reduktion mit Hy-
droxylamin hergestellten Silbernanopartikel bei den verwendeten Konzentrationen nur
zu 50 % mit pMBA-Molekülen bedeckt, während die durch Reduktion mit Citrat bzw.
NaBH4 (Methode I) hergestellten Nanopartikel mit mehr als einer Monolage bedeckt
sind. Daher könnte angenommen werden, dass die Moleküle auf den verschiedenen Na-
nopartikelsorten unterschiedliche Orientierungen einnehmen. Dies wird jedoch durch
die große Ähnlichkeit der SEHRS-Spektren mit den verschiedenen Nanopartikelsorten
widerlegt.
Neben den in diesem Kapitel diskutierten qualitativen Unterschieden in den SEHRS-
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und SERS-Spektren von pMBA bei den unterschiedlichen pH-Werten sind für die im
nahen Infrarot angeregten SEHRS- und SERS-Spektren bei einigen der Partikelsorten
die Intensitäten aller Banden bei sehr sauren und sehr basischen pH-Werten geringer
als bei neutralem pH-Wert (Abb. 4.3 und 4.7). Dies deutet auf eine geringere Ober-






Carotinoide sind in der Natur weit verbreitet, haben aufgrund ihres ausgedehnten π-
Elektronensystems interessante optische Eigenschaften und wurden daher schon viel-
fach spektroskopisch untersucht (siehe Abschnitt 2.2.2). Bei Raman-spektroskopischen
Untersuchungen von Carotinoiden kann die intensive Absorption der Carotinoide im
Bereich des sichtbaren Lichts ausgenutzt werden, um einen Resonanzverstärkungseffekt
auf die Raman-Streuung zu erzielen.[34,35,37] Dieser Verstärkungseffekt wirkt sich aller-
dings nur auf diejenigen Raman-Banden aus, die auf die chromophoren Gruppen in
den Molekülen zurückzuführen sind.[43] Oberflächenverstärkung an nanostrukturier-
ten Metalloberflächen ermöglicht wesentlich empfindlichere Messungen als Resonanz-
verstärkung, auch bei Anregung weit entfernt von der Absorptionsbande eines Analy-
ten, und kann somit zusätzliche strukturelle Informationen über die Carotinoide selbst
und über ihre Wechselwirkung mit der Metalloberfläche liefern. Dieses Potential wurde
bisher nur wenig genutzt, da die meisten Carotinoide keine funktionellen Gruppen mit
der für eine verlässliche Adsorption erforderlichen Affinität zu den Metalloberflächen
besitzen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden das thiolfunktionalisierte Carotin 7’-Apo-7’-(4-
mercaptomethylphenyl)-β-carotin (5 in Abb. 2.3 auf S. 31) und nicht-funktionalisiertes
β-Carotin (6 in Abb. 2.3) mittels nicht-resonanter oberflächenverstärkter Raman-Streu-
ung (SERS), oberflächenverstärkter Resonanz-Raman-Streuung (SERRS) und resonan-
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ter oberflächenverstärkter Hyper-Raman-Streuung (SEHRS) in Gegenwart von Silber-
nanopartikeln, die durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt wurden, untersucht.
Aus dem Vergleich dieser Spektren lassen sich Rückschlüsse ziehen auf die Wechselwir-
kung der Carotinmoleküle mit der Silberoberfläche und auf den Einfluss des Resonanz-
Raman-Effekts auf die Spektren bei den verschiedenen Anregungsbedingungen.
5.1 Allgemeine Charakterisierung der Carotinoide
Das thiolfunktionalisierte Carotin 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin wur-
de nach einer bekannten Synthesevorschrift hergestellt[135,136] und anhand seiner Kern-
spinresonanzspektren (engl. nuclear magnetic resonance, NMR-Spektren) nachgewie-
sen. Die NMR-Spektren der Zwischenprodukte und des Endproduktes (S. 39 ff in Ka-
pitel 3) konnten unter Zuhilfenahme der bekannten NMR-Daten des Carotinthiols[136]
sowie weiterer ähnlicher Carotine[172–176] prinzipiell den erwarteten Verbindungen zuge-
ordnet werden. Zudem bestätigt das Extinktionsspektrum (Abb. 5.1 a) der hergestellten
Substanz, dass das Carotinthiol erhalten wurde.[137] Jedoch zeigen die NMR-Spektren
zusätzliche Signale, die nicht den Carotinen zugeordnet werden können und auf Verun-
reinigungen hinweisen. Insbesondere die nicht den Carotinen zugeordneten Signale bei
großen chemischen Verschiebungen, sowohl in den 1H-NMR-Spektren als auch in den
13C-NMR-Spektren, deuten auf Reste von Triphenylphosphinoxid hin,[177,178] das in der
ersten Synthesestufe als Nebenprodukt entsteht. Die Reinheit der erhaltenen Substanz
wurde anhand der Extinktion des Carotinthiols bei 472 nm mit Hilfe des Extinktionsko-









































Abb. 5.1: Extinktionsspektren von (a) 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin,
3 · 10−6 mol L−1 in Dichlormethan und (b) β-Carotin, 10−4 mol L−1 in Ethanol.
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effizienten von 1, 5 · 105 L mol−1 cm−1[137] zu 41 % bestimmt. Somit konnten Lösungen
mit definierten Konzentrationen des Carotinthiols für die Raman-Experimente her-
gestellt werden. Wie in den folgenden Abschnitten gezeigt wird, zeigen die Raman-
Spektren und SERS-Spektren ausschließlich Signale, die dem Carotin-Gerüst zuge-
ordnet werden können. Dies lässt sich durch den großen Raman-Streuquerschnitt von
Carotin und unter Umständen durch eine selektive Verstärkung der Carotin-Signale
durch die Silbernanopartikel begründen und führt dazu, dass die Reinheit des Synthe-
seproduktes für die Raman-Experimente nicht relevant ist.
Das Absorptionsmaximum des funktionalisierten Carotins ist gegenüber dem des
nicht-funktionalisierten Carotins geringfügig rotverschoben (vgl. Abb. 5.1 a und 5.1 b).
Für beide Carotine sind jedoch bei Anregung von Raman-Spektren bei einer Wel-
lenlänge von 532 nm bzw. bei Anregung von Hyper-Raman-Spektren bei einer Wel-
lenlänge von 1064 nm Präresonanzbedingungen erfüllt.
Für die in den folgenden Abschnitten diskutierten SEHRS- und SERS-Experimente
wurden Silbernanopartikel in Wasser verwendet. Da beide Carotine in Wasser schlecht
löslich sind, wurden verschiedene Lösungsmittelgemische getestet. Stark unpolare Lö-
sungsmittel würden zwar die Carotine gut lösen, sollten in diesem Zusammenhang
zur Herstellung der Carotinlösungen jedoch nicht verwendet werden, da sie nicht mit
den wässrigen kolloidalen Silbernanopartikellösungen mischbar sind und somit keinen
Zugang der Carotinmoleküle zur Silberoberfläche ermöglichen. Ethanol ist gut mit
Wasser mischbar und löst Carotine etwas besser als Wasser.1 Bei einem Ethanol-Anteil
von 8-10 % (v/v) in der Lösung konnten für die hier verwendeten geringen Carotinkon-
zentrationen reproduzierbare Spektren erhalten werden. Geringere Ethanol-zu-Wasser-
Verhältnisse führten aufgrund von Inhomogenitäten in den Lösungen zu schlechteren
Reproduzierbarkeiten mit teils sehr intensiven und teils gar keinen Signalen in den
Raman- und SERS-Spektren.
Da bekannt ist, dass 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin über die Thiol-
gruppe an Goldoberflächen chemisorbiert,[137] und Thiole allgemein auch mit Silber
starke Bindungen ausbilden,[138,139] wurde erwartet, dass die Thiolfunktionalisierung
zu einer Verbesserung der Wechselwirkung des Carotins mit den Silbernanopartikeln
führt und somit eine Beobachtung von oberflächenverstärkten Raman- und Hyper-
1Die relative Löslichkeit von β-Carotin in Ethanol im Vergleich mit anderen organischen
Lösungsmitteln, also ein Mindestwert für die Löslichkeit, wird als 30 mg L−1 angegeben.[179] Das
entspricht 6 · 10−5 mol L−1, was für SERS-Experimente und resonante Raman-Experimente eine ver-
gleichsweise hohe Konzentration ist.
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 Silbernanopartikel + MgSO4 + Carotinthiol
 Silbernanopartikel + MgSO4 + Carotin
 Silbernanopartikel + MgSO4
Abb. 5.2: Extinktionsspektren der mit MgSO4 aggregierten Silbernanopartikel mit 7’-Apo-7’-(4-mer-
captomethylphenyl)-β-carotin bzw. der Silbernanoaggregate mit nicht funktionalisiertem β-Carotin
und ohne Carotine. Die Herstellung der Gemische erfolgte ebenso wie für die SEHRS-Experimente in
Abschnitt 5.4, mit den gleichen Konzentrationen der jeweiligen Komponenten.
Raman-Spektren des β-Carotin-Grundgerüsts erleichtert wird. Allerdings wurde die
Adsorption des Carotinthiols bisher auf einer ebenen Goldoberfläche und in organi-
scher Lösung untersucht,[137] während in dieser Arbeit kolloidale Silbernanopartikel in
wässriger Lösung verwendet werden. In wässriger Lösung bilden Carotinoide molekula-
re Aggregate,[126] was sowohl Adsorptionsprozess und -geometrie als auch die optischen
Eigenschaften beeinflussen kann.
Die optischen Eigenschaften sowohl der Carotinoide als auch der Silbernanopartikel
können zudem durch eine Wechselwirkung von beiden beeinflusst werden. Abb. 5.2 zeigt
die Extinktionsspektren der Silbernanoaggregate wie sie für die SEHRS-Experimente
in Abschnitt 5.4 verwendet wurden vor und nach der Zugabe der Carotinlösungen. Die
Spektren zeigen eine Verbreiterung der Plasmonenbande in Gegenwart der Carotine.
Dies kann eine einfache Überlagerung der Plasmonenbande mit der Absorptionsbande
der Carotine sein, kann aber auch auf eine Wechselwirkung zwischen Carotinen und
Silbernanopartikeln hindeuten, insbesondere unter Berücksichtigung der Abnahme der
Extinktion im Maximum der Bande.
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5.2 Oberflächenverstärkungen für thiolfunktionali-
siertes und nicht funktionalisiertes Carotin
Das Ziel der Verwendung des funktionalisierten Carotins war eine Erhöhung der Af-
finität der Moleküle zur Silberoberfläche um eine größere Oberflächenverstärkung der
Raman-Signale und damit eine umfassendere Charakterisierung von Carotin mit SERS
zu ermöglichen. Dies soll nun zuerst anhand des Vergleichs der SERRS-Spektren von
funktionalisiertem (Abb. 5.3 a-c) und nicht funktionalisiertem Carotin (Abb. 5.3 d-f)
untersucht werden. Qualitativ sind die SERRS-Spektren der beiden Carotine sehr




































































































































Abb. 5.3: SERRS-Spektren von (a-c) 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin und (d-f) β-Ca-
rotin in Gegenwart unterschiedlicher Salze: (a, d) ohne Salz, (b, e) 8 · 10−3 mol L−1 NaCl, (c, f)
8 · 10−3 mol L−1 MgSO4. Konzentrationen der Carotine: (a,d,e) 3 · 10−6 mol L−1, (b) 3 · 10−7 mol L−1,
(c) 3 · 10−9 mol L−1, (f) 3 · 10−8 mol L−1. Anregungswellenlänge: 532 nm, Photonenflussdichte:
6 · 1024 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 1 s. Mit einem Stern markierte Banden sind auf das
Ethanol im Lösungsmittel zurückzuführen.
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ähnlich und weisen Banden auf, die für resonante Raman- und SERS-Spektren von
β-Carotin in der Literatur gut bekannt sind.[36,111,133] Werden die Silbernanopartikel
ohne weitere Zusätze mit den Carotinlösungen gemischt, sind die SERRS-Signale für
beide Carotine ungefähr gleich intensiv (vgl. Abb. 5.3 a und 5.3 d). Im Vergleich mit
normalen Raman-Spektren von Carotinlösungen wurden aus den SERRS-Spektren in
Abb. 5.3 a und 5.3 d relativ geringe Verstärkungsfaktoren von 2-4 für beide Caroti-
ne ermittelt. Werden den kolloidalen Nanopartikellösungen Salze zugegeben, sind die
Signalintensitäten und Verstärkungsfaktoren, in Übereinstimmung mit Experimenten
mit anderen Analyten,[19,54,180–182] grundsätzlich größer, wobei sich durch Magnesium-
sulfat eine größere Verstärkung erzielen lässt als durch Natriumchlorid (Abb. 5.3 b-c
und e-f und Tabelle 5.1). Es fällt auf, dass in Gegenwart der Salze die Signale für
das Carotinthiol bei gleicher Carotinkonzentration intensiver sind (vgl. Abb. 5.3 b
und Abb. 5.3 e) bzw. kleinere Konzentrationen detektierbar sind (vgl. Abb. 5.3 c und
Abb. 5.3 f) als für das nicht funktionalisierte Carotin. Die Verstärkungsfaktoren sind
in Gegenwart der Salze für das Carotinthiol etwa um einen Faktor 10 größer als für
das nicht funktionalisierte Carotin (Tabelle 5.1). Dies lässt darauf schließen, dass die
Wechselwirkung zwischen dem Carotinthiol und den Silbernanopartikeln, zumindest
Tabelle 5.1: Verstärkungsfaktoren für die SERRS-Spektren von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphe-
nyl)-β-carotin und nicht funktionalisiertem β-Carotin mit Silbernanopartikeln in Gegenwart verschie-
dener Salze. Untersucht wurden die C=C- bzw. C-C-Streckschwingungsbanden bei 1520 cm−1 bzw.
1155 cm−1. Als Referenz zur Berechnung der Verstärkungsfaktoren dienten Raman-Spektren des je-








3 · 10−6 3 2
3 · 10−7 4 4
3 · 10−6 n.b.a 7
NaCl 8 · 10−3 3 · 10−7 3 · 102 10
3 · 10−8 6 · 102 n.b.a
3 · 10−7 n.b.a 2 · 102
MgSO4 8 · 10−3 3 · 10−8 1 · 104 4 · 102
3 · 10−9 2 · 103 n.b.a
a n.b. - nicht bestimmt
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in Gegenwart von Salzen, die die Oberflächenladung der Nanopartikel verändern und
Aggregate der Partikel erzeugen,[54,180,181] stärker ist als zwischen dem nicht funktio-
nalisierten Carotin und der Silberoberfläche.
Insgesamt sind die Verstärkungsfaktoren für beide Carotine (Tabelle 5.1), im Ver-
gleich mit denen für andere Analyten[65,183], relativ gering. Dies kann einerseits auf ei-
ne schwache Wechselwirkung hindeuten, kann aber auch dadurch erklärt werden, dass
durch die Anregung in Resonanz mit dem elektronischen Übergang des Carotins eine
Kopplung zwischen diesem Übergang und den Oberflächenplasmonen des Silbers indu-
ziert wird,[134] die zu einer Abschwächung der plasmonischen Verstärkung führt.[30–32]
Die stärkere Wechselwirkung des Carotinthiols mit der Silberoberfläche ist auch
in den nicht-resonant bei einer Wellenlänge von 1064 nm angeregten SERS-Spektren
der beiden Carotine zu erkennen (Abb. 5.4). Während für das nicht funktionalisierte
Carotin auch bei Integrationszeiten von mehreren Minuten nur sehr schwache Signale
zu beobachten sind, sind im Spektrum des Carotinthiols, das unter den gleichen ex-
perimentellen Bedingungen erhalten wurde, deutliche Banden zu erkennen (Abb. 5.4),
deren Positionen vergleichbar sind mit den Bandenpositionen in den SERRS-Spektren
(Abb. 5.3) und die eine qualitative Interpretation der Spektren erlauben (siehe Ab-























 nicht funktionalisiertes Carotin
1155
Abb. 5.4: SERS-Spektren von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin (oberes Spektrum) und
β-Carotin (unteres Spektrum). Konzentration der Carotine: 3 · 10−6 mol L−1, Anregungswellenlänge:
1064 nm, maximale Photonenflussdichte: 3 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 120 s.
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SERS-Spektrum des Carotinthiols um einen Faktor von 9 intensiver als im SERS-
Spektrum des nicht funktionalisierten Carotins (Abb. 5.4). Es kann hier nur der abso-
lute Unterschied in den Signalintensitäten zwischen den beiden Carotinen betrachtet
werden, da bei nicht-resonanter Anregung keine Raman-Spektren von Carotinlösungen
ohne Silber erhalten und somit keine Verstärkungsfaktoren ermittelt werden konnten.
Bei einem solchen Vergleich kann ein Einfluss eventueller Unterschiede in den Raman-
Streuquerschnitten ebenfalls eine Rolle spielen. Ein solcher Unterschied ist denkbar, da
im Carotinthiol nicht nur eine zusätzliche Thiolgruppe vorhanden ist, sondern durch
den zusätzlichen aromatischen Ring auch das π-System größer ist als im nicht funktio-
nalisierten Carotin (siehe Abb. 2.3 auf S. 31). Für die SERRS- und resonanten Raman-
Spektren wurde jedoch keine entsprechende Beobachtung gemacht und da der Inten-
sitätsunterschied der SERS-Signale quantitativ dem der SERRS-Signale entspricht,
kann davon ausgegangen werden, dass er ebenso auf einer größeren Verstärkung durch
die Silbernanopartikel, und demnach einer stärkeren Wechselwirkung des Carotinthiols
mit der Silberoberfläche, beruht.
5.3 Wechselwirkung der Carotinoide mit der Sil-
beroberfläche
Wie in Abschnitt 5.2 diskutiert, ist für das Carotinthiol eine größere Intensität der
SERS- und SERRS-Signale zu beobachten als für nicht funktionalisiertes Carotin, was
durch eine stärkere Wechselwirkung des Carotinthiols mit der Silberoberfläche erklärt
werden kann. Im Folgenden soll die Art dieser Wechselwirkung weitergehend untersucht
werden.
Dazu wird zunächst der Bedeckungsgrad der Silberoberfläche mit Carotinmolekülen
in den Experimenten betrachtet. Die durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestell-
ten Silbernanopartikel, die für die SERRS-Experimente verwendet wurden, haben
einen mittleren Durchmesser von (42 ± 15) nm und eine Partikelkonzentration von
7 · 10−10 mol L−1. Nimmt man den Platzbedarf eines Carotinthiolmoleküls auf einer
Goldoberfläche bei orthogonaler Orientierung von 0,25 nm2[137] als Grundlage, ergibt
sich daraus ein Bedeckungsgrad von 20 % bei einer Carotinthiolkonzentration von
3·10−6 mol L−1 bzw. von 0,02 % bei einer Carotinthiolkonzentration von 3·10−9 mol L−1.
Die Bedeckung der Silberoberfläche ist also bei allen verwendeten Konzentrationen ge-
ringer als eine Monolage. Falls die Moleküle auf der Silbernanopartikeloberfläche eine
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Abb. 5.5: Vergleich der SERRS-Spektren von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin
(3 · 10−7 mol L−1) und β-Carotin (10−7 mol L−1) mit dem Spektrum der Silbernanoaggregate ohne
Carotinmoleküle. Das Spektrum des nicht funktionalisierten Carotins wurde zur besseren Vergleich-
barkeit mit einem Faktor von 3 multipliziert. Anregungswellenlänge: 514 nm, Photonenflussdichte:
2 · 1023 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 1 s.
andere Orientierung einnehmen als auf der Goldoberfläche und damit mehr Platz pro
Molekül benötigt würde, könnte bei der höchsten Konzentration von 3 · 10−6 mol L−1
eine vollständige Monolage erreicht werden. Für das nicht funktionalisierte β-Carotin
gibt es keine verfügbaren Daten zur Adsorption an Metalloberflächen, aufgrund der
strukturellen Ähnlichkeit der beiden Carotine kann jedoch von einem mit dem Caro-
tinthiol vergleichbaren Platzbedarf ausgegangen werden.
Um zu untersuchen, ob eine Chemisorption des Carotinthiols unter Bildung ei-
ner Ag-S-Bindung stattfindet, wurde der Bereich zwischen 200 cm−1 und 250 cm−1 in
SERRS-Spektren der Carotine betrachtet. In diesem Bereich sind Streckschwingungen
von Bindungen zwischen Silber und verschiedenen anderen Elementen zu beobach-
ten.[139,184,185] Das Spektrum der Silbernanopartikel ohne Carotinmoleküle weist ei-
ne intensive Bande bei 235 cm−1 auf (Abb. 5.5, grünes Spektrum), die auf während
der Synthese der Nanopartikel an der Oberfläche gebundenes Chlorid oder Hydrox-
ylamin bzw. dessen Oxidationsprodukte zurückgeführt werden kann. Bei Zugabe von
β-Carotin nimmt die Intensität dieser Bande deutlich ab (Abb. 5.5, blaues Spektrum)
und bei Zugabe von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin verschwindet sie
vollständig (Abb. 5.5, schwarzes Spektrum). Daraus lässt sich schließen, dass durch
Zugabe der Carotine ein Austausch der an der Silberoberfläche adsorbierten Spezi-
75
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es stattfindet. Der Umfang dieses Austausches ist für das Carotinthiol größer als für
das nicht funktionalisierte Carotin, wie an der verbleibenden schwachen Bande bei
235 cm−1 im Spektrum des nicht funktionalisierten Carotins zu erkennen ist (Abb. 5.5).
Dies zeigt, in Übereinstimmung mit der größeren Signalintensität in den SERRS- und
SERS-Spektren (siehe Abschnitt 5.2), die stärkere Wechselwirkung des funktionali-
sierten Carotins mit der Silberoberfläche. Allerdings tritt im SERRS-Spektrum des
Carotinthiols im Bereich zwischen 200 cm−1 und 250 cm−1 auch keine neue Bande auf
(Abb. 5.5), wie bei der Ausbildung einer Ag-S-Bindung zu erwarten gewesen wäre.
Möglicherweise ist die Bande der Ag-S-Streckschwingung im SERRS-Spektrum nicht
detektierbar, da eine solche Schwingung im Gegensatz zum Carotin-Gerüst nicht von
der Resonanzverstärkung profitieren würde. Allerdings kann die Abwesenheit von Ban-
den in diesem niederfrequenten Bereich auch darauf hindeuten, dass bei der Adsorption
des Carotinthiols keine kovalente Ag-S-Bindung ausgebildet wird. Die wahrscheinlichste
alternative Wechselwirkung findet über das π-System statt. Bei dieser Wechselwirkung
werden die Moleküle weniger stark an die Oberfläche gebunden und sie ist grundsätzlich
für beide Carotine möglich. Im funktionalisierten Carotin ist das π-System aufgrund
des zusätzlichen aromatischen Rings größer, was dazu führt, dass ein größerer Teil




Die oberflächenverstärkte Hyper-Raman-Streuung (SEHRS) als ein nichtlinearer Zwei-
photonenprozess folgt anderen Symmetrieauswahlregeln als die einphotonenangeregte
SERS[1,2,186] und ermöglicht zusätzliche Einblicke in die Wechselwirkungen an Molekül-
Silber-Grenzflächen[10–12] (siehe auch Abschnitt 2.1 und Kapitel 4). Daher ist SEHRS
eine die in den Abschnitten 5.2 und 5.3 beschriebenen SERS- und SERRS-Experimente
ergänzende Möglichkeit zur Untersuchung von Carotin auf Silbernanopartikelober-
flächen. Im Folgenden werden SEHRS-Spektren diskutiert, die bei einer Wellenlänge
von 1064 nm angeregt wurden, sodass sich auch hier ein Resonanzeffekt ergibt, da die
zweite Harmonische dieser Wellenlänge und damit auch die Hyper-Raman-Streuung
im Bereich der Absorptionsbande der Carotine liegen.
SEHRS-Spektren der Carotine konnten, ebenso wie die bei 1064 nm angeregten
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Abb. 5.6: (a) SEHRS-Spektren und (b) SERRS-Spektren von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-
β-carotin (jeweils oberes Spektrum) und β-Carotin (jeweils unteres Spektrum). Endkonzentration
der Carotine in den Lösungen: 3 · 10−7 mol L−1, Anregungsparameter: (a) 1064 nm, maximale Pho-
tonenflussdichte: 6 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 120 s, (b) 532 nm, Photonenflussdichte:
7 · 1023 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 0,1 s. Die Spektren in (a) sind Mittelwerte aus jeweils 10
basislinienkorrigierten Spektren. Banden, die in (b) mit einem Stern markiert sind, sind dem Ethanol
im Lösungsmittel zuzuordnen.
SERS-Spektren, nur nach Zugabe von MgSO4 zu den Silbernanopartikeln erhalten
werden. Zudem muss die Nanopartikelkonzentration für SEHRS-Experimente verrin-
gert werden (siehe Abschnitt 7.2). Daher wurden, um einen direkten Vergleich zwi-
schen Ein- und Zweiphotonenanregung zu ermöglichen, quasisimultan mit den SEHRS-
Spektren (Abb. 5.6 a) von denselben Probelösungen SERRS-Spektren mit Anregung bei
532 nm aufgenommen (Abb. 5.6 b). Zudem werden normale Raman- und Hyper-Raman-
Spektren der festen Carotine ohne Silber zum Vergleich herangezogen (Abb. 5.7). Eine
Übersicht über alle Banden in den SEHRS- und SERRS-Spektren aus Abb. 5.6 und
deren Zuordnung ist in Tabelle 5.2 gegeben.
Aufgrund der verschiedenen Endgruppen der beiden Carotine und der in den Ab-
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Tabelle 5.2: Bandenpositionen in cm−1 und Zuordnungen[36,111,123] für die SEHRS- und SERS-




SEHRS SERS SEHRS SERS Zuordnunga
1591 1591 1591 ν (C7=C8, C7’=C8’);
für SEHRS außerdem: ν (C9=C10,
C9’=C10’, C11=C12, C11’=C12’,
C13=C14, C13’=C14’)
1519 1519 1525 1521 ν (C11=C12, C11’=C12’,
C13=C14, C13’=C14’, C15=C15’)
1392 1388 δ (C19H3, C20H3)
1354 1353 δ (C20H3, C20’H3, C14-H)
1336 δ (C20H3, C20’H3, C14-H,
C7-H, C7’-H, C8-H),
ν (C7=C8, C11=C12, C15=C15’)
1322 1321 δ (C7-H, C7’-H, C8-H),
ν (C7=C8, C11=C12, C15=C15’)
1284 1282 δ (CH2 in Ionon-Ring)
1258 1260 1271 1269 δ (C11-H, C11’-H)
1209 1210 ν (C12-C13, C15=C15’)
1173 1176 1190 1192 ν (C8-C9, C8’-C9’)
1153 1155 1155 1157 ν (C10-C11, C10’-C11’,
C14-C15, C14’-C15’)
1134 δ (CH2 in Ionon-Ring)
1051 1051 Ionon-Ring
1004 1006 1004 1005 δ (CH3)
957 957 962 958 δ (Ionon-Ring)
785 788 ν (C-C und C-CH3 in Ionon-Ring)
a ν Streckschwingung, δ Deformationsschwingung, zur Nummerierung der Kohlenstoffatome
siehe Abb. 2.3 auf S. 31.
schnitten 5.2 und 5.3 festgestellten stärkeren Wechselwirkung des Carotinthiols mit der
Silberoberfläche könnte man zwischen den SEHRS-Spektren der beiden Carotine qua-
litative Unterschiede erwarten. Tatsächlich sind die C-C-Streckschwingungsbande und
die C-H-Deformationsschwingungsbande, die im Spektrum des nicht funktionalisierten
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Carotins bei 1190 cm−1 bzw. 1271 cm−1 zu finden sind (Abb. 5.6 a, unteres Spektrum),
im Spektrum des Carotinthiols verschoben zu 1173 cm−1 bzw. 1258 cm−1 (Abb. 5.6 a,
oberes Spektrum). Diese Verschiebungen sind ebenso wie in den SEHRS-Spektren
(Abb. 5.6 a) auch in den SERRS-Spektren (Abb. 5.6 b) und in den Raman- und Hyper-
Raman-Spektren der Feststoffe (Abb. 5.7) zu beobachten. Daher sind sie weder bedingt
durch eine spezielle Mehrphotonenauswahlregel, noch lassen sie sich durch eine unter-
schiedliche Wechselwirkung mit der Silberoberfläche begründen. Vielmehr belegen sie
den grundsätzlichen strukturellen Unterschied der beiden Carotine. Interessanterweise
sind beides Schwingungen in der Polyenkette der Moleküle, die sich prinzipiell in den
beiden Carotinen nicht unterscheidet. Der Austausch der Endgruppe durch die Funk-
tionalisierung übt also einen indirekten Einfluss auf die SEHRS-Spektren aus, indem
der zusätzliche Phenylring im Carotinthiol eine Veränderung im mesomeren System
der Polyenkette verursacht. Ein direkter Einfluss, etwa durch zusätzliche Banden des
Phenylrings in den Spektren, konnte nicht beobachtet werden, weder in den SEHRS-






















































































































































Abb. 5.7: (a) Nicht-resonant angeregte Raman-Spektren, (b) Hyper-Raman-Spektren und (c) reso-
nant angeregte Raman-Spektren von Feststoffproben von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-ca-
rotin (jeweils oberes Spektrum) und β-Carotin (jeweils unteres Spektrum). Anregungsparameter: (a)
1064 nm, maximale Photonenflussdichte: 3·1027 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 20 s, (b) 1064 nm,
maximale Photonenflussdichte: 1 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 600 s, (c) 532 nm, Pho-
tonenflussdichte: 1 · 1023 Photonen cm−2 s−1 (oberes Spektrum), 5 · 1023 Photonen cm−2 s−1 (unteres
Spektrum), Integrationszeit: 1 s.
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oder SERRS-Spektren, noch in den Spektren der festen Proben. Dies ist vermutlich auf
die große Resonanzverstärkung und den allgemein großen Streuquerschnitt der Banden
des Carotingerüsts, vor allem der Polyenkette, zurückzuführen.
Beim Vergleich der SEHRS- und SERRS-Spektren fällt zunächst eine Schulter bei
1051 cm−1 auf, die für beide Carotine in den SEHRS-Spektren (Abb. 5.6 a) auftritt,
nicht aber in den SERRS-Spektren (Abb. 5.6 b). Eine Bande an dieser Position ist
nicht in einphotonenangeregten Raman-Spektren, aber in Infrarotabsorptionsspektren
von β-Carotin zu finden und kann einer Schwingung des Iononrings zugeordnet wer-
den.[111] Das Auftreten dieser Bande in den SEHRS-Spektren veranschaulicht die Tat-
sache, dass die Symmetrieauswahlregeln für Hyper-Raman-Streuung, insbesondere für
zentrosymmetrische Moleküle wie β-Carotin, den Auswahlregeln der Infrarotabsorption
theoretisch ähnlicher sind als denen der Raman-Streuung.[1]
Ein weiterer Unterschied zwischen den SEHRS- und SERRS-Spektren besteht in der
Bande bei 1591 cm−1, die im SERRS-Spektrum des Carotinthiols (Abb. 5.6 b, oberes
Spektrum) eine separate Bande ist, während sie in den SEHRS-Spektren als Schul-
ter der Bande bei 1520 cm−1 auftritt und gleichzeitig an relativer Intensität, vergli-
chen mit der Bande bei 1520 cm−1, zunimmt (Abb. 5.6 a). Dies kann zum einen auf
eine Verschiebung der Bande hindeuten, zum anderen ist es möglich, dass die Schul-
ter in den SEHRS-Spektren Beiträge von zusätzlichen Banden mit geringerer Raman-
Verschiebung beinhaltet. Die Bande bei 1591 cm−1 kann einer C=C-Streckschwingung
zugeordnet werden, neben der in normalen Raman-Spektren von β-Carotin eine weite-
re C=C-Streckschwingung bei ungefähr 1580 cm−1 auftritt.[36] Es ist demnach möglich,
dass die Bande bei 1580 cm−1 in den SERRS-Spektren zwar zu schwach ist um erkenn-
bar zu sein, in den SEHRS-Spektren aber selektiv verstärkt wird. Die Beiträge verschie-
dener Moden bzw. die genaue Position von Schultern in Raman-Spektren lassen sich
mit Hilfe der in der zweiten Ableitung des Spektrums enthaltenen Information über
die Krümmung in jedem Punkt des Spektrums identifizieren.[187] Die zweite Ableitung
des SEHRS-Spektrums von Carotinthiol deutet auf eine weitere Bande bei 1564 cm−1
hin (Abb. 5.8). Eine solche Bande kann einer infrarotaktiven, aber Raman-inaktiven
C=C-Streckschwingung zugeordnet werden,[111] die neben anderen infrarotaktiven Ban-
den in Hyper-Raman-Spektren von β-Carotin bei Anregung mit kürzeren Wellenlängen
die intensivste Bande darstellt.[123,188]
Die Hyper-Raman-Spektren von β-Carotin ohne Silbernanopartikel weisen nicht
nur eine Schulter, sondern eine deutliche Bande bei 1559 cm−1 auf, sowohl bei Mes-
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Abb. 5.8: Zweite Ableitung des SEHRS-Spektrums von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-caro-
tin in Abb. 5.6 a. Die Berechnung der zweiten Ableitung erfolgte durch zwei aufeinander folgende erste
Ableitungen des Spektrums unter Verwendung einer Savitzky-Golay-Glättung[160] mit einem Polynom
2. Grades über jeweils 5 Datenpunkte.
sungen im Feststoff (Abb. 5.7 b, unteres Spektrum) als auch in wässriger Lösung
(Abb. 5.9 b). Die Hyper-Raman-Spektren des Carotinthiols hingegen (Abb. 5.7 b, obe-
res Spektrum und Abb. 5.9 a) zeigen weder diese Bande noch eine Schulter wie in den
SEHRS-Spektren. Auch die zweite IR-aktive Bande, die in den SEHRS-Spektren beider
Carotine bei 1051 cm−1 auftritt, ist bei Betrachtung der Hyper-Raman-Spektren der
Carotinlösungen im Spektrum des nicht funktionalisierten Carotins (Abb. 5.9 b) inten-
siver als im Spektrum des Carotinthiols (Abb. 5.9 a), das eher einem einphotonenan-
geregten Raman-Spektrum entspricht. Dies zeigt, dass die höhere Symmetrie des nicht
funktionalisierten Carotins und die theoretisch mit der höheren Symmetrie einherge-
henden sich gegenseitig ausschließenden Auswahlregeln für Raman- und Hyper-Raman-
Spektren in Abwesenheit der Silbernanopartikel eine größere Rolle spielen als für
SEHRS. Bei Adsorption an die Silbernanopartikel wird hingegen die Symmetrie beider
Carotine verändert, sodass die SEHRS-Spektren der beiden Carotine zueinander eine
größere Ähnlichkeit haben als zu dem jeweils entsprechenden Hyper-Raman-Spektrum.
In den Resonanz-Raman-Spektren (Abb. 5.7 c) und SERRS-Spektren (Abb. 5.6 b) sind
derartige unterschiedliche Symmetrieeinflüsse nicht zu beobachten. Das stimmt überein
mit einem früheren Vergleich der Resonanz-Raman-Spektren einer größeren Grup-
pe natürlich vorkommender Carotinoide, bei dem ebenfalls nur ein geringer Einfluss
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Abb. 5.9: Hyper-Raman-Spektren von (a) 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin
(3 · 10−5 mol L−1) und (b) β-Carotin (3 · 10−4 mol L−1) in wässriger Lösung. Anregungswel-
lenlänge: 1064 nm, maximale Photonenflussdichte: 6 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 120 s.
Die dargestellten Spektren sind Mittelwerte aus jeweils 10 basislinienkorrigierten Spektren.
unterschiedlicher Endgruppen beobachtet wurde.[114] Somit bietet die Hyper-Raman-
Streuung spezifischere Strukturinformationen für die Analyse von Carotin als die ein-
photonenangeregte Raman-Streuung.
5.5 Einflüsse von Resonanz- und Oberflächenver-
stärkung auf die Raman-Spektren von Carotin
Insgesamt sind die SEHRS- und SERRS-Spektren (Abb. 5.6) bzw. die resonanten
Raman- und Hyper-Raman-Spektren (Abb. 5.7 c und 5.7 b) von Carotin relativ ähnlich.
Das bestätigt die Annahme, dass beide Prozesse grundsätzlich durch den gleichen elek-
tronischen Übergang beeinflusst werden.[189] Die wenigen dennoch bestehenden Unter-
schiede zwischen den ein- und zweiphotonenangeregten resonanten Raman-Spektren
sollen im Folgenden, auch im Vergleich mit den nicht-resonanten Spektren, diskutiert
82
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werden, um das Ausmaß von Resonanz- und Oberflächeneffekten unter den verschie-
denen Anregungsbedingungen zu unterscheiden.
Das Auftreten infrarotaktiver Banden in den SEHRS-Spektren, aber nicht in den
SERRS-Spektren, zeigt die unterschiedlichen Auswahlregeln der beiden Prozesse. Den-
noch sind die zusätzlichen Banden in den SEHRS-Spektren relativ klein im Vergleich
zu den drei dominanten Banden bei 1520 cm−1, 1155 cm−1 und 1004 cm−1, die auch
in den SERRS-Spektren auftreten. Auch die übrigen Banden in den SEHRS-Spektren
(Abb. 5.6 a) haben ihre Positionen mit den entsprechenden Banden in den SERRS-
Spektren (Abb. 5.6 b) gemeinsam, repräsentieren also die gleichen Schwingungen. Die
relativen Intensitäten in den SEHRS- und SERRS-Spektren sind bis auf zwei Aus-
nahmen, die weiter unten diskutiert werden sollen, vergleichbar. Dahingegen sind die
Hyper-Raman-Spektren (Abb. 5.7 b) und die resonanten Raman-Spektren (Abb. 5.7 c)
zwar grundsätzlich auch ähnlich, weisen aber mehr kleine Unterschiede auf. Beispiels-
weise ist das Intensitätsverhältnis der C=C- und C-C-Streckschwingungsbanden bei
1518 cm−1 und 1152 cm−1 in den Hyper-Raman-Spektren (Abb. 5.7 b) gegenüber den
resonanten Raman-Spektren (Abb. 5.7 c) zugunsten der C=C-Bande verschoben. Die
größere Ähnlichkeit der Spektren in Gegenwart der Silbernanopartikel deutet darauf
hin, dass die Symmetrie der Carotinmoleküle bei Adsorption an die Silbernanoparti-
keloberfläche gestört wird, was die in den Spektren auftretenden Banden und deren
relative Intensitäten maßgeblich beeinflusst.
In Experimenten von Shimada et al. mit kürzeren Anregungswellenlängen wurden
dahingegen deutlich größere Unterschiede zwischen resonanten Raman- und Hyper-
Raman-Spektren von β-Carotin beobachtet.[188] Es ist also möglich, dass die Hyper-
Raman-Spektren von Carotin stärker durch unterschiedliche Resonanz-Einflüsse ver-
ändert werden als die einphotonenangeregten Raman-Spektren. Für letztere wurden
zwar in früheren Experimenten auch Unterschiede in einzelnen Banden beobachtet,
abhängig davon, an welcher Position in der Absorptionsbande sich die Anregungswel-
lenlänge befand,[36] die spektrale Signatur änderte sich dabei jedoch weniger stark als
für die Hyper-Raman-Spektren. Um dies näher zu untersuchen, müssten Anregungs-
profile für die verschiedenen Banden in den Hyper-Raman- bzw. SEHRS-Spektren nicht
nur auf der kurzwelligen Seite,[188] sondern auch auf der langwelligen Seite der Absorp-
tionsbande erstellt werden. Jedoch liefert auch der Vergleich der relativen Intensitäten
in den SEHRS-, SERRS- und SERS-Spektren Ansatzpunkte für die unterschiedlichen
Einflüsse des molekularen elektronischen Übergangs, wie im Folgenden gezeigt wird.
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Die intensivsten Banden, vor allem in den SEHRS- und SERRS-Spektren, aber
auch im SERS-Spektrum des Carotinthiols, sind die beiden Banden bei 1520 cm−1
und 1155 cm−1 (Abb. 5.10), die C=C- bzw. C-C-Streckschwingungen in der Mitte
der Polyenkette zugeordnet werden können, dort wo sich die Molekülgeometrie beim
Übergang zwischen den elektronischen Zuständen am meisten ändert, was zu großer Re-
sonanzverstärkung führt.[111] Dabei fällt auf, dass im nicht-resonant angeregten SERS-
Spektrum die C-C-Schwingungsbande bei 1155 cm−1 intensiver ist (Abb. 5.10 a), wäh-
rend in den resonant angeregten SEHRS- und SERRS-Spektren die C=C-Schwingungs-
bande bei 1520 cm−1 intensiver ist (Abb. 5.10 b-c). Ein ähnliches Verhalten ist in den
Spektren der Feststoffe beobachtbar (Abb. 5.7) und zeigt, dass die beiden Banden
unterschiedlich stark durch Resonanzeffekte beeinflusst werden.
Im SEHRS-Spektrum ist das Intensitätsverhältnis der beiden resonant verstärkten
Banden bei 1520 cm−1 und 1155 cm−1 zu den Banden bei 1591 cm−1 und 1178 cm−1,
die C=C- bzw. C-C-Streckschwingungen am Ende der Polyenkette repräsentieren und
daher weniger Resonanz-Verstärkung erfahren, kleiner als im SERRS-Spektrum (vgl.
Abb. 5.10 b und 5.10 c). In den Hyper-Raman- und Resonanz-Raman-Spektren des
festen Carotinthiols ist dieses Intensitätsverhältnis jedoch gleich. Die Änderung der
Intensitäten im SEHRS-Spektrum kann demnach auf einen Einfluss der Silbernano-
partikel zurückgeführt werden, der bei Einphotonenanregung nicht auftritt. Die Ober-
flächenverstärkung für die Banden bei 1591 cm−1 und 1178 cm−1 kann im SEHRS-
Spektrum größer sein als im SERRS-Spektrum, bedingt dadurch, dass der Einfluss von
Metalloberfläche und Molekülanordnung bei Ein- und Zweiphotonenanregung unter-
schiedlich ist.[10–12] Umgekehrt betrachtet ist es möglich, dass die Resonanzverstärkung
für die Banden bei 1520 cm−1 und 1155 cm−1 bei SEHRS aufgrund einer elektronischen
und/oder elektromagnetischen Kopplung zwischen den Silbernanopartikeln und den
Molekülen abnimmt, wie für andere Molekülsorten bei SERRS theoretisch vorherge-
sagt und experimentell gezeigt wurde.[31,32]
Das nicht-resonant angeregte SERS-Spektrum bestätigt dies (Abb. 5.10 a). Im SERS-
Spektrum sind die Intensitätsverhältnisse zwischen den Banden bei 1591 cm−1 und
1520 cm−1 bzw. zwischen den Banden bei 1178 cm−1 und 1155 cm−1 im Vergleich zum
SERRS-Spektrum (Abb. 5.10 c) noch weiter zugunsten der Schwingungen am Ende
der Polyenkette verschoben als im SEHRS-Spektrum (Abb. 5.10 b). Da der Einfluss
von Oberflächenauswahlregeln in den einphotonenangeregten Spektren unabhängig von
der Anregungswellenlänge sein sollte, ist das geänderte Intensitätsverhältnis im nicht-
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Abb. 5.10: (a) SERS-Spektrum, angeregt bei 1064 nm, von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-
carotin (3 ·10−6 mol L−1), maximale Photonenflussdichte: 3 ·1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit:
30 s. 100 Spektren von 5 verschiedenen Proben wurden basislinienkorrigiert und gemittelt. (b) SEHRS-
Spektrum von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin wie in Abb. 5.6 a. (c) SERRS-Spektrum
von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin wie in Abb. 5.6 b.
resonanten SERS-Spektrum ein eindeutiger Hinweis auf die Abwesenheit von Reso-
nanzeffekten. Das ist insofern bemerkenswert, als dass die ebenfalls nicht-resonant an-
geregten Raman-Spektren der festen Carotine (Abb. 5.7 a) für die gleichen Banden
beim Vergleich mit den Resonanz-Raman-Spektren der Feststoffe (Abb. 5.7 c) keinen
Unterschied der Intensitätsverhältnisse aufweisen. Diese Ähnlichkeit kann durch einen
Einfluss des molekularen elektronischen Übergangs auch auf die nicht-resonant ange-
regten Raman-Spektren erklärt werden, der anhand von Carotin und anderen Polyenen
diskutiert und auf eine Kopplung zwischen Elektronen und Phononen im Festkörper
zurückgeführt wurde.[38,125]
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Somit ermöglicht die Funktionalisierung von β-Carotin – aufgrund der stärkeren
Wechselwirkung des Carotinthiols mit Silbernanopartikeln und der daraus folgenden
größeren Oberflächenverstärkung – zum ersten Mal nicht-resonant angeregte SERS-
Spektren eines β-Carotins in verdünnter wässriger Lösung und damit ohne Einfluss
des elektronischen Übergangs. In Kombination mit den resonanten SEHRS-Spektren
und SERRS-Spektren lassen sich daraus, wie in diesem und den vorangegangenen
Abschnitten dieses Kapitels gezeigt wurde, umfangreiche strukturelle Informationen
gewinnen. Sowohl die Einflüsse von Resonanz- und Oberflächenverstärkung als auch
die Wechselwirkungen zwischen Carotin und den Silbernanopartikeln wurden unter-
sucht. Die Kombination der verschiedenen Anregungsbedingungen ist insbesondere auf-
grund der hohen Symmetrie von Carotin, die sehr unterschiedliche Auswahlregeln für
Hyper-Raman- und Raman-Streuung bedingt, nützlich. Dies ist z. B. am Auftreten
von infrarotaktiven Moden in den SEHRS-Spektren erkennbar. In Zukunft wäre eine






In den Kapiteln 4-5 wurden SEHRS-Experimente diskutiert, bei denen einzelne che-
mische Verbindungen in homogenen Lösungen untersucht wurden. Diese Experimente
sind wichtig für grundlegende Untersuchungen des Einflusses messtechnischer Parame-
ter und chemischer Veränderungen in der Probe auf die Spektren sowie für die Cha-
rakterisierung der Hyper-Raman-Spektren verschiedener Verbindungen. Des weiteren
lassen sich auf diese Weise Eigenschaften der plasmonischen Substrate bzw. Wechselwir-
kungen zwischen den untersuchten Molekülen und den Metalloberflächen untersuchen.
Für weitergehende Anwendungen von SEHRS sollte jedoch auch die Analyse kom-
plexer Proben, die Gemische verschiedener Verbindungen enthalten, ermöglicht wer-
den. Um nicht nur die Zusammensetzung einer Probe, sondern auch die Verteilung der
verschiedenen Bestandteile innerhalb der Probe zu ermitteln, ist eine ortsaufgelöste
Untersuchung erforderlich. Hierbei hat SEHRS-Mikroskopie den Vorteil, dass die spek-
trale Information aufgrund der für die Zweiphotonenanregung erforderlichen hohen
Anregungsintensitäten und der quadratischen Abhängigkeit des Hyper-Raman-Signals
von der Anregungsintensität aus einem extrem kleinen Fokusvolumen von wenigen
Femtolitern erhalten wird,[6] was theoretisch eine sehr hohe Ortsauflösung ermöglicht.
Allerdings ist aus dem gleichen Grund eine akkurate Fokussierung des Anregungslichts
auf die Probe erforderlich, um überhaupt SEHRS-Spektren zu erhalten. Beim Abras-
tern einer flächigen Probe muss diese Fokussierung auf die plasmonischen Nanostruktu-
ren dann auch durchgehend erhalten bleiben, was durch Höhenunterschiede der Probe
oder allmähliches Eintrocknen bei Proben in einem flüssigen Medium erschwert werden
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kann. Zudem erfordern die, im Vergleich zu anderen optischen Mikroskopie-Methoden,
trotz plasmonischer Verstärkung relativ geringen Streuquerschnitte von SEHRS längere
Akkumulationszeiten als z. B. bei SERS, sodass ein Kompromiss gefunden werden muss
zwischen der Ortsauflösung, der Größe des untersuchten Probenausschnitts und der er-
forderlichen Messzeit.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Modellsysteme untersucht, die ei-
ne sehr einfache Mikrostruktur besitzen um grundsätzliche Untersuchungen hinsicht-
lich der Machbarkeit, sinnvoller Messparameter und der Algorithmen zur Spektrenaus-
wertung für hyperspektrale SEHRS-Bildgebung durchzuführen. Als Grundlage für die
meisten dieser Systeme wurden auf Glasoberflächen immobilisierte Silbernanopartikel
verwendet, da sie als SERS-Substrate mit homogener Oberflächenverstärkung etabliert
sind.[68,69] Für die Mikrostrukturierung solcher Oberflächen wurden zwei verschiedene
Ansätze untersucht:
1. die strukturierte Anordnung der Nanopartikel auf der Oberfläche mit Hilfe von
Polystyren-Templaten.
2. die definierte Verteilung verschiedener Analyten auf gleichmäßig verteilten Sil-
bernanopartikeln.
Für beide Ansätze wurden zunächst Untersuchungen mit einphotonenangeregten
SERS-Spektren bei einer Anregungswellenlänge von 785 nm durchgeführt, da für diese
Anregungswellenlänge geeignete experimentelle Parameter für die immobilisierten Sil-
bernanopartikel bekannt waren und somit eine grobe Evaluierung der Proben erfolgen
konnte. Anschließend wurden die als sinnvoll erachteten Proben parallel mit SEHRS
und SERS bei Anregung mit 1064 nm bzw. 532 nm untersucht. Als ein weiteres Templat
für die Anordnung von Nanostrukturen wurden Zwiebelgewebe betrachtet.
Während anhand von definiert angeordneten Nanostrukturen ausschließlich die uni-
variate Unterscheidung verschiedener Regionen anhand der Signalstärke untersucht
werden kann, stellen die Systeme mit definierten Analytverteilungen komplexere Sys-
teme dar. Die von diesen Systemen ortsaufgelöst erhaltene hyperspektrale Information
kann sowohl zur Charakterisierung der Analytverteilungen als auch zur Untersuchung
verschiedener Wechselwirkungen der Moleküle mit der Silberoberfläche verwendet wer-
den. Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchungen im Einzelnen dargestellt.
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6.1 Anordnung von Nanopartikeln mit Hilfe von
Templaten
Die Oberflächenverstärkung in einem SERS-Experiment ist lokal stark begrenzt auf
einen Bereich in einer Entfernung von bis zu wenigen Nanometern von der Oberfläche
der plasmonischen Nanostruktur. Daher ist zu erwarten, dass sich auf einer Oberfläche,
auf der Silbernanopartikel strukturiert in einem regelmäßigen Muster angeordnet sind,
für die Intensität des SERS-Signals eines anschließend aufgebrachten Analyten ein mit
der Nanopartikelanordnung vergleichbares Muster ergibt. Ein solches Muster stellt ein
relativ einfaches Bildgebungsproblem dar, bei dem univariat zwischen unterschiedli-
chen Signalintensitäten unterschieden werden kann. Daher werden im Folgenden im
Hinblick auf die Anwendung als Teststrukturen für bildgebende SEHRS-Experimente
verschiedene Template für die Anordnung der Nanopartikel vorgestellt.
6.1.1 Polystyren-Template zur Anordnung von Nanopartikeln
auf Glasoberflächen
Polystyrenmikrokugeln wurden in der Vergangenheit bereits verwendet, um ringförmige
Anordnungen von CdSe-Quantenpunkten[158] oder Goldnanopartikeln[190] auf Glasober-
flächen zu erzielen. Dabei wird ausgenutzt, dass sich die Polystyrenpartikel beim Trock-
nen einer Lösung, die diese Partikel enthält, in einem hexagonalen Muster nebenein-
ander anordnen und gleichzeitig in den Hohlräumen zwischen den mikrometergroßen
Partikeln und der Glasoberfläche Kapillarkräfte entstehen, die auf die Nanopartikel wir-
ken.[158] Bei einer Anwendung der entstehenden Strukturen als SERS-Substrate sind
die Nanopartikel auf der Oberfläche allerdings nicht ausreichend fixiert, um eine Beein-
trächtigung der Strukturen beim Aufbringen von Analytlösungen zu umgehen. Daher
wurde in dieser Arbeit ein veränderter Ansatz gewählt, bei dem Silbernanopartikel
in Gegenwart von Polystyrenpartikeln auf mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES)
funktionalisierten Glasoberflächen immobilisiert wurden. Die Polystyrenpartikel wirken
hierbei im wesentlichen als Platzhalter auf der Oberfläche. Zudem sollte die Entfernung
der Polystyrenpartikel nicht mit Klebeband[158,190] erfolgen, sondern durch Auflösen des
Polystyrens in organischen Lösungsmitteln, um Einflüsse durch Rückstände des Klebe-
bands auf die SERS-Spektren zu vermeiden. Als Lösungsmittel wurden Toluen, Aceton
und Tetrahydrofuran getestet. Tetrahydrofuran zeigte einen deutlichen Einfluss auf die
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 nach Behandlung mit Toluen
 in Gegenwart von PS;
        nach Behandlung mit Toluen
Abb. 6.1: Extinktionsspektren von (a) Silbernanopartikeln in kolloidaler Lösung, die durch Reduk-
tion mit Hydroxylamin hergestellt wurden, ohne und mit Zusatz von 10 % (v/v) Toluen und (b)
immobilisierten Silbernanopartikeln vor und nach der Behandlung mit Toluen, sowie in Gegenwart
von Polystyren (PS) immobilisierte Silbernanopartikel nach dem Auflösen des Polystyrens in Toluen.
optischen Eigenschaften sowohl der kolloidalen als auch der immobilisierten Silberna-
nopartikel. Die Ergebnisse in den SERS-Experimenten unterschieden sich nur wenig für
die drei Lösungsmittel. Hier sind exemplarisch die Ergebnisse für Toluen dargestellt.
Zunächst wurde die Stabilität der Silbernanopartikel bei Einwirkung von Toluen
untersucht. Der Vergleich der Extinktionsspektren von Silbernanopartikeln, die durch
Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt wurden, und von den gleichen Silbernanopar-
tikeln in Gegenwart von Toluen zeigt, dass sich die optischen Eigenschaften der Nano-
partikel in kolloidaler Lösung durch den Einfluss des Toluens nicht ändern (Abb. 6.1 a).
Werden diese Silbernanopartikel auf einer Glasoberfläche immobilisiert, zeigt die er-
weiterte Plasmonenbande, dass auf der Oberfläche auch Aggregate der Nanopartikel
vorhanden sind (Abb. 6.1 b). Wird die Glasoberfläche mit den immobilisierten Nano-
partikeln in Toluen getaucht, ergibt sich eine leichte Veränderung des Extinktionsspek-
trums (Abb. 6.1 b). Die Veränderung ist allerdings relativ gering und kann auch darauf
zurückzuführen sein, dass die Position, an der die Probe bei der Extinktionsmessung
durchstrahlt wird, nicht exakt festgelegt werden kann, und somit vor und nach der
Toluen-Behandlung unterschiedliche Regionen der Probe untersucht wurden.
SERS-Untersuchungen der Oberflächen wurden mit Kristallviolett als Analyt durch-
geführt. Kristallviolett hat einen relativ großen Raman-Streuquerschnitt, so dass ein
Raman-Spektrum einer wässrigen Kristallviolettlösung bei höherer Konzentration un-
ter den gleichen Anregungsbedingungen erhalten werden kann wie die SERS-Spektren.
Damit besteht eine einfache Möglichkeit für die Quantifizierung des SERS-Signals.
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Abb. 6.2: (a) SERS-Spektrum von Kristallviolett (10−5 mol L−1) auf immobilisierten Silbernanopar-
tikeln, (b) lokale Verteilung der Verstärkungsfaktoren, bestimmt anhand der Bande von Kristallviolett
bei 1174 cm−1 auf den immobilisierten Silbernanopartikeln, (c) SERS-Spektrum von Kristallviolett
(10−5 mol L−1) auf in Gegenwart von Polystyren-Mikropartikeln immobilisierten Silbernanopartikeln
nach der Behandlung mit Toluen, (d) lokale Verteilung der Verstärkungsfaktoren auf derselben Probe
wie in (c). Anregungswellenlänge: 785 nm, Photonenflussdichte: 3 · 1024 Photonen cm−2 s−1, Integra-
tionszeit: 1 s.
Abb. 6.2 a zeigt ein exemplarisches SERS-Spektrum von Kristallviolett auf einer Ober-
fläche mit den immobilisierten Silbernanopartikeln ohne Polystyrentemplate und ohne
Lösungsmitteleinfluss. Die anhand der C-H-Deformationsschwingungsbande von Kris-
tallviolett bei 1174 cm−1 ermittelten Verstärkungsfaktoren zeigen eine relativ gleich-
mäßige Verteilung der SERS-Intensität auf dieser Oberfläche (Abb. 6.2 b). Wurde eine
solche Oberfläche mit Toluen behandelt, ergaben sich ebenfalls Verstärkungsfaktoren
in der Größenordnung von 104-105 in einer ähnlichen Verteilung wie ohne Toluenein-
fluss, was darauf schließen lässt, dass das Toluen die Nanopartikel und ihre Anordnung
tatsächlich nicht beeinträchtigt.
Werden die Silbernanopartikel in Gegenwart der Polystyrenpartikel immobilisiert,
sind die Verstärkungsfaktoren im Mittel um einen Faktor von 5-10 geringer (Abb. 6.2 d),
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was auf eine geringere Anzahl und/oder eine veränderte Anordnung der Nanopartikel
auf der Oberfläche schließen lässt. Diese Vermutung wird dadurch bestätigt, dass die
Extinktion einer solchen Oberfläche geringer und die Plasmonenbande etwas breiter
ist als bei in Abwesenheit von Polystyrenpartikeln immobilisierten Silbernanopartikeln
(Abb. 6.1 b). Es ist also anzunehmen, dass die Polystyrenpartikel tatsächlich einen
Einfluss auf die Anordnung der Silbernanopartikel haben. Betrachtet man allerdings
die lokale Verteilung der Verstärkungsfaktoren, so lässt sich kein regelmäßiges Muster
erkennen (Abb. 6.2 d), das auf eine erfolgreiche, reproduzierbare Templatierung hindeu-
ten würde. Außerdem konnte das Polystyren weder durch Toluen noch durch Aceton
oder Tetrahydrofuran vollständig entfernt werden, wie am Auftreten von Ringdefor-
mationsschwingungsbanden des Polystyrens[191] bei 996 cm−1 und 1036 cm−1 in den
SERS-Spektren zu erkennen ist (Abb. 6.2 c). Es ist zudem anzumerken, dass in einigen
Regionen der Proben ausschließlich diese Polystyrenbanden, aber keine SERS-Signale
von Kristallviolett beobachtet wurden, was darauf hindeutet, dass nach der Behandlung
mit den organischen Lösungsmitteln noch große Mengen von Polystyren auf den Ober-
flächen verbleiben, obwohl alle verwendeten Lösungsmittel Polystyren grundsätzlich
sehr gut und rückstandsfrei auflösen sollten. Eine ähnliche Problematik wurde im Rah-
men dieser Arbeit auch mit photolithographisch strukturierten Proben beobachtet, bei
denen nach der Funktionalisierung mit APTES für die Immobilisierung von Silberna-
nopartikeln das Auflösen des verwendeten Photolackes ebenfalls nicht mehr möglich
war. Es ist daher davon auszugehen, dass APTES nicht nur an die Glasoberfläche und
an die Silbernanopartikel bindet, sondern auch Polystyren und andere Polymere che-
misch bindet oder verändert, sodass diese als Template bei der Immobilisierung von
Silbernanopartikeln schecht geeignet sind.
Die unregelmäßige lokale Verteilung der unterschiedlichen SERS-Verstärkungsfak-
toren auf den templatierten Oberflächen (Abb. 6.2 d) kann verschiedene Ursachen ha-
ben. Zum einen kann sie auf eine unregelmäßige Verteilung der Nanopartikel auf der
Oberfläche hindeuten. Zum anderen zeigten auch die ohne Template immobilisierten
Silbernanopartikel lokal leichte Unterschiede in der Verstärkung (Abb. 6.2 b). Da hier
immer ein Mittelwert des SERS-Signals aller im Bereich des Laserfokus’ adsorbierten
Moleküle betrachtet wird, können solche feinen Unterschiede leicht zustandekommen,
wenn an einem Punkt ein Silbernanoaggregat eine deutlich höhere Verstärkung liefert,
sodass sich anhand des Verstärkungsfaktors nur bedingt eine Aussage über die Anzahl
der Nanopartikel oder Nanoaggregate im Fokus treffen lässt. Dies kommt besonders
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dann zum Tragen, wenn durch die Templatierung nicht ausschließlich Ringstruktu-
ren in Abständen, die dem Durchmesser der Polystyrenpartikel von 3µm entsprechen,
gebildet werden, sondern auch in den Bereichen zwischen den Ringstrukturen Nanopar-
tikel an der Glasoberfläche gebunden sind. Die Flächen innerhalb der Ringstrukturen,
dort wo die Polystyrenpartikel die Glasoberfläche während der Immobilisierung bede-
cken, wären dann zwar noch immer frei von Nanopartikeln, jedoch sind diese Flächen
zu klein, um mit der hier gegebenen Ortsauflösung von ihrer Umgebung eindeutig se-
pariert zu werden: Unter Berücksichtigung einer idealen Kugelpackung[158] wäre für
die Ringstrukturen bei den hier verwendeten Partikeldurchmessern von 3µm (Poly-
styren) und 42 nm (Silber) ein Innendurchmesser von 710 nm zu erwarten, während
der minimale beugungsbegrenzte Durchmesser des Laserfokus’ 800 nm beträgt und
SERS-Spektren in einem Abstand von 1µm gemessen wurden. Um die tatsächliche
Anordnung von Silbernanopartikeln und Polystyren auf den Oberflächen zu untersu-
chen, könnten Elektronenmikroskopie-Untersuchungen durchgeführt werden. Da das
Ziel hier jedoch in der Herstellung von Oberflächen mit einem nachvollziehbaren Mus-
ter der SERS-Verstärkung bestand, das mit dem hier vorgestellten Ansatz nicht erreicht
wurde, wurde von weiteren Untersuchungen der Oberflächen abgesehen.
6.1.2 Pflanzengewebe als Templat für die Herstellung von Sil-
bernanopartikeln
Eine weitere Möglichkeit der Templatierung besteht in der Ausnutzung der Mikrostruk-
turen von Pflanzenmaterialien.[192] Dies soll im Folgenden am Beispiel von Zwiebelge-
webe von Allium cepa gezeigt werden. Die Zwiebeln enthalten verschiedene chemische
Verbindungen, u. a. Proteine[193] und Ascorbinsäure[194], die in der Lage sind, sowohl
Edelmetallionen zu reduzieren als auch Nanopartikel zu stabilisieren. Daher können
im Zwiebelgewebe in situ Silbernanostrukturen hergestellt werden. Diese Nanostruktu-
ren bilden sich bevorzugt in den extrazellulären Bereichen, zwischen den Zellwänden,
wie anhand von Dunkelfeldmikroskopieaufnahmen erkennbar ist (Abb. 6.3 a). Wird
anschließend eine Lösung von Kristallviolett auf dem Zwiebelgewebe platziert, können
SEHRS- und SERS-Spektren des Kristallvioletts erhalten werden (Abb. 6.3 b und 6.3 c,
für die Zuordnung der Banden siehe Tabelle 6.1 auf S. 112).
Die ortsabhängige Untersuchung der Intensität der C-H-Deformationsschwingungs-
bande von Kristallviolett in den SEHRS-Spektren bei 1175 cm−1 zeigt, dass intensi-
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Abb. 6.3: (a) Dunkelfeldmikroskopiebild einer Zwiebelgewebeprobe mit in situ hergestellten Silber-
nanopartikeln, Skala: 100µm; Bild aufgenommen von Klaus Mogensen an der DTU Kopenhagen mit
einem Eclipse LN200N Mikroskop (Nikon) bei 10facher Vergrößerung mit einer 50 W Halogenlam-
pe, Manuskript zur Publikation eingereicht: M. Espina Palanco et al. 2016. (b) SEHRS-Spektrum
und (c) SERS-Spektrum von Kristallviolett (10−5 mol L−1) auf einer Zwiebelgewebeprobe mit in si-
tu hergestellten Silbernanopartikeln. Anregungsbedingungen: (b) 1064 nm, maximale Photonenfluss-
dichte: 1 · 1029 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 10 s; (c) 532 nm, maximale Photonenflussdichte:
5 · 1025 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 2 s.
ve SEHRS-Signale nur in den Zellzwischenräumen und Zellwänden erhalten werden
(Abb. 6.4 a), dort wo in Dunkelfeldmikroskopieaufnahmen die Silbernanostrukturen
beobachtet wurden. Dies belegt, dass sich mit dem Zwiebelgewebe als Templat repro-
duzierbare, nachvollziehbare Mikrostrukturen für die SEHRS-Bildgebung konstruieren
lassen. SERS-Signale von Kristallviolett wurden hingegen in den extrazellulären Re-
gionen zwar in höherer Intensität erhalten, jedoch auch in den übrigen Regionen der
Proben (Abb. 6.4 b). Es sind also vermutlich auch in diesen Regionen Nanostrukturen
vorhanden, die aber scheinbar andere optische bzw. morphologische Eigenschaften auf-
weisen, sodass sie für SERS geeignet sind, für SEHRS aber nicht. Die geringere SERS-
Verstärkung in diesen Regionen lässt vermuten, dass dort eher einzelne Nanopartikel
vorliegen, während in extrazellulären Bereichen mehr Nanostrukturen vorliegen, die
somit eher Aggregate bilden können. Die unterschiedlichen lokalen Verteilungen der
SEHRS- und SERS-Intensitäten zeigt analog zu den Beobachtungen in Kapitel 4, dass
SEHRS wesentlich selektiver bezüglich der Art der plasmonischen Nanostruktur ist.
Zusammengefasst sind Pflanzenmaterialien vielversprechende Template für die An-
ordnung von Silbernanostrukturen für bildgebende SEHRS-Experimente. Hier wurden
keine intrinsischen Signale von Biomolekülen, die sich im Zwiebelgewebe befinden,
erhalten. Prinzipiell wären aber, z. B. mit Geweben anderer Pflanzen, Anwendungen
denkbar, bei denen auch einzelne Pflanzenbestandteile untersucht werden könnten,
wenn diese Wechselwirkungen mit den Silbernanopartikeln eingehen.
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Abb. 6.4: Chemische Karten von Ausschnitten der Zwiebelgewebeproben mit in situ hergestell-
ten Silbernanostrukturen, basierend auf der Intensität der C-H-Deformationsschwingungsbande von
Kristallviolett in den (a) SEHRS-Spektren bei 1175 cm−1 und (b) SERS-Spektren bei 1179 cm−1. Un-
tersucht wurden die weiß umrandeten Bereiche in den Lichtmikroskopiebildern jeweils rechts neben
den chemischen Karten. Als Untergrundintensität wurde die Intensität bei 1130 cm−1 (SEHRS) bzw.
1150 cm−1 (SERS) subtrahiert. In den SEHRS-Spektren entspricht eine Intensität von 40 counts der
Intensität des Rauschens.
6.2 Strukturierte Verteilung von Analyten auf im-
mobilisierten Silbernanopartikeln
Anstelle einer strukturierten Anordnung der Nanopartikel, wie in 6.1 beschrieben, kann
eine Strukturierung auch durch Verteilung unterschiedlicher Analyten auf gleichmäßig
verteilten Nanopartikeln erfolgen. Die zu trennenden Analyten in einem solchen Modell-
system sollten chemisch ähnlich sein, damit ihre Raman-Streuquerschnitte ähnlich sind
und sie somit simultan detektiert werden können. Außerdem weisen chemisch ähnliche
Moleküle auch qualitativ ähnliche Schwingungsspektren auf. Wenn diese unterschieden
werden können, kann davon ausgegangen werden, dass das gewählte Auswertungsver-
fahren auch auf Spektren von Analyten mit größeren Unterschieden anwendbar ist.
Das hier gewählte, möglichst schwierige Trennproblem dient demnach der Evaluierung
der Auswertealgorithmen.
6.2.1 Aufbringen von Tropfen in einem Raster
Ein Ansatz für die Erstellung eines gleichmäßigen Rasters aus Flächen mit und ohne
Analyten auf einer Oberfläche ist die Verwendung eines Spotters, der kleine Trop-
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fen von Analytlösungen in regelmäßigen Abständen auf der Oberfläche aufbringt. Der
Vorteil dieser Methode liegt in der definierten Struktur, die durch das automatisierte
Aufbringen der Lösungen erzeugt wird, und in den kleinen Volumina der Lösungen,
die eine schnelle und damit gleichmäßige Trocknung der Lösungen auf der Oberfläche
ermöglichen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe eines Kontaktspotters Lösungen von
Adenin, Cytosin oder Kristallviolett auf Glasträger mit immobilisierten Silbernano-
partikeln aufgebracht. Allerdings konnten in anschließenden Raman-Experimenten mit
Anregung bei 785 nm nur in unregelmäßigen Abständen auf den Oberflächen Signale
der Analyten detektiert werden. Zudem entstand der Eindruck, dass der mechanische
Einfluss durch die Metallspitze des Spotters beim Aufbringen der Probelösungen zu
groß ist und somit die Schicht aus immobilisierten Nanopartikeln auf der Glasober-
fläche beeinträchtigt wird. Daher ist dieser Ansatz zur Verteilung der Analyten für die-
se Art von plasmonischen Substraten nicht geeignet und wurde nicht weiter verfolgt.
In Zukunft könnte dieser Ansatz entweder durch eine stabilisierende Beschichtung der
Substrate oder durch die Wahl einer anderen Technologie zum Aufbringen der Tropfen
weiterentwickelt werden und damit eine praktische Anwendung möglich werden.
6.2.2 Immobilisierung von Nanopartikeln in Gegenwart von
Analytlösungen
Organische Moleküle, die Heteroatome mit freien Elektronenpaaren, insbesondere Stick-
stoff und Schwefel, enthalten, haben eine große Affinität zu Silber und können daher
stabil an Silbernanopartikeloberflächen adsorbieren.[195] Werden kolloidalen Silbernano-
partikeln vor der Immobilisierung auf funktionalisierten Glasträgern solche Analytmo-
leküle zugesetzt, kann man daher davon ausgehen, dass die Analytmoleküle gemeinsam
mit den Nanopartikeln gleichmäßig auf der Glasoberfläche verteilt werden.
Im Folgenden werden Experimente beschrieben, bei denen durch sequentielle Immo-
bilisierung von Silbernanopartikeln mit verschiedenen Analyten mehrere unterscheid-
bare Regionen auf einer Glasoberfläche erzeugt wurden. Die dadurch erzeugte Struk-
turierung ist relativ makroskopisch, jedoch hat diese Methode gegenüber dem in Ab-
schnitt 6.2.1 beschriebenen Ansatz den Vorteil, dass prinzipiell an allen Orten der
resultierenden Probe Analytmoleküle vorhanden sind. Die Unterscheidung der Regio-
nen erfolgt hierbei anhand qualitativer Unterschiede in den Spektren und nicht über
96
6.2 Strukturierte Verteilung von Analyten auf immobilisierten Silbernanopartikeln
Abb. 6.5: Schematische Darstellung der Immobilisierung von Silbernanopartikeln auf Glasoberflächen
in Gegenwart von Adenin bzw. Cytosin zur Bildung von mikrostrukturierten Oberflächen. (a) Drehung
des Glasplättchens um 90◦ zwischen den Immobilisierungsschritten, (b) Drehung um 180◦.
eine Unterscheidung zwischen vorhandenem und nicht vorhandenem Signal wie es bei
der Strukturierung in Abschnitt 6.1 der Fall ist.
Es wurden für diese Experimente Silbernanopartikel verwendet, die durch Redukti-
on mit Citrat hergestellt wurden, da diese eine verlässlich hohe SERS-Verstärkung lie-
fern. Als Analytmoleküle wurden die beiden Nukleobasen Adenin und Cytosin gewählt,
da deren SERS-Spektren gut bekannt sind.[196,197] Zudem ist die Untersuchung dieser
beiden Analyten, die als Bestandteile von Nukleinsäuren in der Natur weit verbrei-
tet sind, im Modellsystem relevant für potentielle spätere Fragestellungen hinsichtlich
realer Proben.
Die Vorgehensweise zur Herstellung der strukturierten Proben ist in Abb. 6.5 sche-
matisch gezeigt. Ein Glasplättchen wird mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES)
funktionalisiert und anschließend zuerst etwa zur Hälfte in eine Lösung mit Silbernano-
partikeln und Adenin getaucht und danach um 90◦ (Abb. 6.5 a) oder 180◦ (Abb. 6.5 b)
gedreht und wieder etwa zur Hälfte in eine Lösung mit Silbernanopartikeln und Cytosin
getaucht. Dadurch entstehen jeweils drei Regionen: Eine Region, in der sich nur Adenin
befindet, eine Region, in der sich nur Cytosin befindet, sowie eine Region, die nachein-
ander in Lösungen beider Analyten getaucht wurde und im Folgenden als Mischregion
bezeichnet wird. Eine Drehung des Glasplättchens um 90◦ zwischen den beiden Im-
mobilisierungsschritten ergibt eine größere und gleichmäßigere Mischregion als eine
Drehung um 180◦, bei der die Mischregion sich in beiden Immobilisierungsschritten
nah an der Oberfläche der Lösung befindet, wo durch die Bewegung beim Eintauchen
und beim Rühren der Lösung eine durchgehende Benetzung des Glasplättchens nicht
gewährleistet werden kann.
Die Konzentration der Analyten in den für die Immobilisierung verwendeten Lösun-
gen wurde so gewählt, dass eine analytinduzierte Aggregation der Nanopartikel weitest-
gehend ausgeschlossen werden kann und die Nanopartikeloberflächen nicht vollständig
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bedeckt sind. Der mittlere Durchmesser der hier verwendeten Silbernanopartikel be-
trägt (128 ± 36) nm, die Nanopartikelkonzentration ist 2 · 10−11 mol L−1. Bei der ver-
wendeten Konzentration von Adenin von 9 · 10−8 mol L−1 und unter Berücksichtigung
des Platzbedarfs eines Adeninmoleküls auf einer Goldoberfläche von 0,42 nm2[198] ergibt
sich daraus ein Bedeckungsgrad der Silbernanopartikeloberfläche von 5 %. Der Platz-
bedarf von Cytosin ist nicht exakt bekannt, jedoch ist der Platzbedarf von Thymin, das
ebenfalls eine Pyrimidinbase und somit dem Cytosin ähnlich ist, 0,41 nm2[198]. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass der Bedeckungsgrad mit Cytosin in der glei-
chen Größenordnung liegt wie der mit Adenin. Bei einer Bedeckung von 5 % ist noch
ausreichend freie Silberoberfläche vorhanden um zum einen die Bindung an die APTES-
Moleküle auf der funktionalisierten Glasoberfläche und zum anderen die Beobachtung
einer zusätzlichen Referenzsubstanz (siehe Abb. 6.9 und Abb. 6.10) zu ermöglichen.
Vor der Untersuchung der strukturierten Proben wurde zunächst die Unterscheid-
barkeit der beiden Nukleobasen anhand der SERS-Spektren ihrer Lösungen auf immo-
biliserten Silbernanopartikeln analysiert (Abb. 6.6). Die Banden in den SERS-Spektren
entsprechen den in der Literatur bekannten Banden von Adenin[196] (Abb. 6.6 a) bzw.
Cytosin[197] (Abb. 6.6 c), mit Ausnahme der Banden bei ca. 930 cm−1, 950 cm−1 und
1030 cm−1, die dem auf der Oberfläche der Nanopartikel vorhandenen Citrat zugeord-
net werden können,[199] und zweier Schultern in den Spektren von Cytosin bei 837
und 735 cm−1, deren Herkunft nicht geklärt werden konnte. Charakteristische, inten-
sive Banden, die verlässlich in den SERS-Spektren der beiden Nukleobasen auftreten,
sind diejenigen der Ringatemschwingungen bei 735 cm−1 in den Spektren von Adenin
(Abb. 6.6 a) und bei 798 cm−1 in den Spektren von Cytosin (Abb. 6.6 c). Beide Banden
haben in den SERS-Spektren einer äquimolaren Mischung der beiden Analyten un-
gefähr die gleiche Intensität (Abb. 6.6 b); die statistische Auswertung aller vorliegen-
den SERS-Spektren der Mischung ergibt ein Verhältnis der Intensität der Adeninbande
zur Intensität der Cytosinbande von 1,2 ± 0,5 (siehe auch die Verteilung der Werte
in Abb. 6.6 e). Dahingegen ist in den Spektren von nur einem der beiden Analyten
jeweils eine der beiden Banden dominant. In den Spektren von Adenin ist die Bande
bei 798 cm−1 praktisch nicht vorhanden, was bei der Auswertung der basislinienkorri-
gierten Intensitäten größtenteils zu sehr großen oder negativen Intensitätsverhältnissen
führt. In 27,5 % der Adeninspektren ist die Intensität bei 798 cm−1 nach Subtraktion
der Untergrundintensität kleiner oder gleich Null, in 72,1 % der Spektren ist diese
Intensität geringer als die der Adeninbande bei 735 cm−1 und nur in 0,4 % der Spek-
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Intensitätsverhältnis 735 cm-1/798 cm-1






























































































































Intensitätsverhältnis 735 cm-1/798 cm-1
Abb. 6.6: (a-c) Exemplarische SERS-Spektren von Lösungen von (a) Adenin, (b) einer 1:1-Mischung
von Adenin und Cytosin und (c) Cytosin auf immobilisierten Silbernanopartikeln. (d-f) Statistische
Auswertung des Intensitätsverhältnisses der Ringatemschwingungsbanden bei 735 cm−1 und 798 cm−1
für die Spektren von (d) Adenin, (e) der Mischung und (f) Cytosin. Konzentration der Analyten
10−6 mol L−1. Anregungswellenlänge 785 nm, Photonenflussdichte: 3·1024 Photonen cm−2 s−1, Integra-
tionszeit: 1 s. Zur Ermittlung der Intensitäten der beiden Banden wurde die Intensität bei 765 cm−1
als Untergrund subtrahiert, dadurch ergeben sich für die Adeninspektren teilweise negative Inten-
sitätsverhältnisse, wenn an der Position der nicht vorhandenen Cytosinbande der Untergrund niedriger
ist.
tren ist die Bande bei 798 cm−1 intensiver (siehe auch Abb. 6.6 d). In den Spektren
von Cytosin ist zwar eine Schulter bei 735 cm−1 (der Raman-Verschiebung der Ade-
ninringatemschwingung) vorhanden, diese ist aber in allen Spektren deutlich weniger
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intensiv als die Ringatemschwingungsbande von Cytosin bei 798 cm−1 (Abb. 6.6 f). Das
Intensitätsverhältnis der Ringatemschwingungsbanden ermöglicht somit eine univaria-
te Unterscheidung von Adenin und Cytosin anhand der SERS-Spektren.
Bei einer strukturierten Probe, die nach Abb. 6.5 a hergestellt wurde, wurden
zunächst die drei einzelnen Regionen (Adenin-, Cytosin- und Mischregion) untersucht,
indem in Ausschnitten der jeweiligen Region ortsaufgelöst SERS-Spektren gemessen
wurden (Abb. 6.7). Die Spektren aus den drei Regionen (Abb. 6.7 a) sind vergleich-
bar mit den Spektren der Analytlösungen (Abb. 6.6 a-c). Dies belegt, dass bei der
Immobilisierung der Nanopartikel aus den Nanopartikel-Analyt-Gemischen tatsächlich
sowohl Nanopartikel als auch Analytmoleküle auf der Glasoberfläche aufgebracht wer-
den. Analog zur Auswertung der Spektren der Analytlösungen (Abb. 6.6 d-f) können
für die Spektren der verschiedenen Regionen auf der strukturierten Probe die Inten-
sitätsverhältnisse der Ringatemschwingungsbanden der beiden Nukleobasen statistisch
ausgewertet werden. Die ortsabhängige Auftragung der Intensitätsverhältnisse gibt
Aufschlüsse über die Verteilung der Analyten auf der Oberfläche, was eine Beurtei-
lung der Gleichmäßigkeit der Verteilung ermöglicht.
Für die Adeninregion hat das Verhältnis der Intensität der Adeninbande (735 cm−1)
zu der der Cytosinbande (798 cm−1) in der Mehrzahl der Spektren entweder einen ne-
gativen Wert oder einen Wert, der deutlich oberhalb von 1 liegt. Beides deutet darauf
hin, dass in den entsprechenden Spektren bei 798 cm−1 keine oder eine sehr schwache
Bande vorhanden ist, während die Adeninbande bei 735 cm−1 vergleichsweise inten-
siv ist. Die dunkelblauen und grauen Pixel in Abb. 6.7 b repräsentieren somit, trotz
unterschiedlicher Werte für das Intensitätsverhältnis, in Bezug auf die Ringatemschwin-
gungsbanden ähnliche Spektren, deren Unterscheidung hauptsächlich auf Variationen
in der Intensität des Untergrundes beruht, die sich bei Abwesenheit der Bande bei
798 cm−1 auf das Vorzeichen der basislinienkorrigierten Intensität dieser Bande und
damit auch auf das Vorzeichen des Intensitätsverhältnisses auswirkt. Die Adeninregion
enthält demnach wie erwartet hauptsächlich Adenin.
In der Mischregion ist die örtliche Verteilung von Spektren mit intensiverer Adenin-
bande und solchen mit intensiverer Cytosinbande gleichmäßig (Abb. 6.7 c). Die Aus-
wertung der Spektren aus allen untersuchten Ausschnitten dieser Region ergibt auch
bezüglich der Anzahl der Spektren eine gleichmäßige Verteilung: 52,4 % der Spektren
haben eine intensivere Adeninbande, 46,6 % haben eine intensivere Cytosinbande und
bei 11,0 % der Spektren ist das Intensitätsverhältnis der beiden Banden genau 1. Dar-
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Abb. 6.7: (a) Exemplarische SERS-Spektren aus den drei verschiedenen Regionen einer Ober-
fläche, die nach Abb. 6.5 a hergestellt wurde, Anregungswellenlänge: 785 nm, Photonenflussdichte:
3·1024 Photonen cm−2 s−1, 1 s. (b-d) Verteilung des Intensitätsverhältnisses der Ringatemschwingungs-
banden von Adenin (I735) und Cytosin (I798) in den SERS-Spektren innerhalb von Ausschnitten (b)
der Adeninregion, (c) der Mischregion und (d) der Cytosinregion. I735/I798 < 1: Cytosinüberschuss;
I735/I798 > 1: Adeninüberschuss; I735/I798 < 0: in der Adeninregion: Cytosinbande nicht vorhanden,
in der Cytosinregion: Adeninbande nicht vorhanden.
aus lässt sich schließen, dass die beiden Analyten gleichmäßig auf der Oberfläche der
Mischregion verteilt sind, obwohl sie nacheinander aufgebracht wurden. Dies kann zum
einen darauf hindeuten, dass im ersten Immobilisierungsschritt nicht alle verfügbaren
Bindungsstellen an der Glasoberfläche durch Nanopartikel mit Adenin besetzt wurden,
so dass für die Bindung von Nanopartikeln mit Cytosin im zweiten Schritt noch Plätze
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verfügbar waren. Zum anderen ist es möglich, dass während des zweiten Immobilisie-
rungsschrittes in der Lösung ein Austausch von Analyten an den Nanopartikelober-
flächen oder auch von Nanopartikeln mit adsorbierten Analyten an der Glasoberfläche
stattgefunden hat.
Ein Austausch von entweder Nanopartikeln oder Analyten während des Eintau-
chens des Glasplättchens in die zweite Lösung ist wahrscheinlich und wird auch durch
die beobachteten Intensitätsverhältnisse in den Spektren der Cytosinregion bestätigt
(Abb. 6.7 d). Nach Betrachtung der SERS-Spektren einer Cytosinlösung auf immobi-
lisierten Nanopartikeln (Abb. 6.6 f) wäre zu erwarten, dass auch in der Cytosinregion
der strukturierten Probe die Adeninbande bei 735 cm−1 immer schwächer ist als die
Cytosinbande bei 798 cm−1, womit sich ein Intensitätsverhältnis deutlich unterhalb von
1 ergäbe. In 28,7 % der Spektren aus der Cytosinregion ist allerdings die Adeninbande
geringfügig intensiver und in 1,0 % der Spektren haben beide Banden die gleiche Inten-
sität (die prozentualen Angaben beziehen sich auf die Spektren aus dem in Abb. 6.7 d
gezeigten sowie zwei weiteren Ausschnitten). Es müssen also kleine Mengen von Ade-
nin während des zweiten Immobilisierungsschrittes in der Mischregion desorbiert und
durch die Lösung in die Cytosinregion transportiert worden sein. Im Vergleich zur
Mischregion ist der Anteil der Spektren mit einem Intensitätsverhältnis oberhalb von
1 in der Cytosinregion aber deutlich geringer und es gibt weniger Spektren mit Inten-
sitätsverhältnissen oberhalb von 2, die auf einen stärkeren Adeninüberschuss hindeuten
würden. Eine Unterscheidung von Misch- und Cytosinregion ist also anhand der In-
tensitätsverhältnisse in den SERS-Spektren möglich und es ist davon auszugehen, dass
trotz partiellen Austausches der Analyten der Anteil von Adenin in der Mischregion
höher ist als in der Cytosinregion.
Sowohl die Adeninregion als auch die Cytosinregion haben jeweils eine Grenze zur
Mischregion. Aufgrund der einfachen Präparationsmethode ist die Grenze zwischen
zwei Regionen mikroskopisch nicht eindeutig definiert. Allerdings ist - dadurch dass auf
einem Teil der Probe keine Nanopartikel immobilisiert sind, weil dieser Teil in keine der
Lösungen eingetaucht wurde (siehe auch Abb. 6.5 a) - eine grobe Orientierung anhand
der Färbung der Probe möglich, da immobilisierte Silbernanopartikel eine grau-gelbe
Färbung der Probe verursachen. Teilweise lässt sich in diesem Bereich auch lichtmi-
kroskopisch eine Trennlinie beobachten (Abb. 6.8 a). Die Intensitätsverhältnisse der
Ringatemschwingungsbanden der beiden Analyten in den SERS-Spektren (Abb. 6.8 c)
aus dem in Abb. 6.8 a gekennzeichneten Ausschnitt zeigen einen Übergang von einer
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Region mit deutlichem Cytosinüberschuss zu einer gemischten Region, in dem auch
Stellen vorkommen, an denen mehr Adenin vorhanden ist (Abb. 6.8 b). Dies stimmt
mit der erwarteten Verteilung der beiden Analyten in Folge der Probenpräparation
überein.
An dieser Stelle sollte berücksichtigt werden, dass Abb. 6.8 nur ein kleiner Aus-
schnitt der Grenze zwischen zwei Regionen einer Probe ist. Aufgrund der Diffusions-
und Austauschprozesse während der sequentiellen Immobilisierungsschritte treten sol-
che ideal trennbaren Bereiche nicht überall in den Grenzregionen auf bzw. der Übergang
von einer Region zur nächsten erstreckt sich über eine größere Distanz als die hier un-
tersuchte (siehe auch Abschnitt 6.4). Dennoch zeigt Abb. 6.8 das große Potential der
SERS-Mikroskopie für die ortsaufgelöste Untersuchung der Verteilung verschiedener
Analyten auf einem flächigen plasmonischen Substrat. Zudem lässt sich an den hier
gezeigten Untersuchungen die grundsätzliche Eignung der hier verwendeten, einfach
Abb. 6.8: (a) Lichtmikroskopiebild eines Ausschnitts der Grenzregion zwischen Cytosinregion (links)
und Mischregion (rechts) einer nach Abb. 6.5 hergestellten Probe. (b) Intensitätsverhältnis der Ring-
atemschwingungsbanden von Adenin und Cytosin in den SERS-Spektren in dem in (a) markierten
Ausschnitt. (c) SERS-Spektren der Pixel in der untersten Zeile der chemischen Karte in (b), die in
(b) untersuchten Banden sind farbig hinterlegt, Anregungswellenlänge: 785 nm, Photonenflussdichte:
3 · 1024 Photonen cm−2 s−1, 1 s.
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herstellbaren Proben für die angestrebte Charakterisierung der SEHRS-Mikroskopie
erkennen.
Teilweise wurde in den Grenzregionen der strukturierten Proben (insbesondere
bei denjenigen, die nach Abb. 6.5 b hergestellt wurden) beobachtet, dass die SERS-
Spektren eine schlechtere Qualität (geringeres Signal-zu-Rausch-Verhältnis, geringere
Intensität der Banden) aufweisen als in Regionen der Proben, die weiter von der Grenze
entfernt sind. Grund dafür kann zum einen eine geringere Anzahl an Analytmolekülen,
zum anderen eine veränderte Anordnung oder geringere Anzahl der Nanopartikel auf
der Oberfläche sein. Letzteres würde insgesamt zu einem geringeren Verstärkungsfaktor
an den betroffenen Probenstellen führen, was sich mit Hilfe einer zusätzlichen Refe-
renzsubstanz feststellen lässt. Als Referenz wird hier Kristallviolett verwendet. Die
SERS-Spektren einer gemischten Lösung aus Adenin, Cytosin und Kristallviolett (alle
10−6 mol L−1) auf immobilisierten Silbernanopartikeln zeigen zusätzlich zu den Banden
von Adenin und Cytosin Banden von Kristallviolett (Abb. 6.9). Aus der Intensität der
C-H-Deformationsschwingungsbande von Kristallviolett bei 1175 cm−1 wurden mit ei-
nem normalen Raman-Spektrum von Kristallviolett als Referenz Verstärkungsfaktoren
bestimmt. Es wurde diese Bande von Kristallviolett verwendet, da sie verlässlich in
allen Spektren (auch in den Raman-Referenzspektren) auftritt und in einem Spek-
tralbereich liegt, in dem die Spektren der Nukleobasen nur sehr schwache Banden
aufweisen (siehe auch Abb. 6.6 und 6.7). Die Verstärkungsfaktoren, die aus den SERS-
Spektren der gemischten Lösung ermittelt wurden, liegen mit 105 bis 106 in der gleichen
Größenordnung wie der Verstärkungsfaktor, der mit einer reinen Kristallviolettlösung
für die gleiche Oberfläche bestimmt wurde. Die simultane Detektion von Kristallviolett
neben Adenin und Cytosin wird bei der verwendeten Konzentration somit nicht durch
die Konkurrenz auf der Silberoberfläche beeinträchtigt.
Auch in den SERS-Spektren von immobilisierten Nanopartikeln, denen während
der Immobilisierung bereits Adenin bzw. Cytosin zugegeben wurde, lassen sich bei
Zugabe von Kristallviolettlösung während der Messung zusätzlich Banden von Kris-
tallviolett beobachten (Abb. 6.10 a). Somit können auch für eine solche Oberfläche
Verstärkungsfaktoren ermittelt werden. Dabei ist zu beachten, dass die C-H-Defor-
mationsschwingungsbande von Kristallviolett sich in den Spektren der strukturierten
Oberflächen nicht an einer konstanten Position befindet, sondern sich in einem Bereich
zwischen 1175 cm−1 und 1190 cm−1 verschiebt (in Abb. 6.10 grün markiert), was auf
eine variable Adsorptionsgeometrie der Kristallviolettmoleküle auf der strukturierten
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Abb. 6.9: SERS-Spektrum einer gemischten Lösung aus Adenin, Cytosin und Kristallviolett (al-
le 10−6 mol L−1) auf immobilisierten Silbernanopartikeln, Anregungswellenlänge: 785 nm, Photonen-
flussdichte: 3 · 1024 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 1 s. Die Banden, die durch Kristallviolett
zusätzlich auftreten, sind grau hinterlegt.
Oberfläche hindeuten kann. Trägt man die Verstärkungsfaktoren, die aus den SERS-
Spektren einer strukturierten Probe mit zusätzlicher Kristallviolettlösung bestimmt
wurden, ortsabhängig auf, zeigt sich für die beiden diskreten Regionen der Probe ei-
ne mikroskopische Homogenität der Verstärkung (Abb. 6.10 c-d), wie sie auch in [69]
für immobilisierte Nanopartikel ohne weitere Analyten beschrieben ist. Das Auftreten
der Kristallviolettbanden mit gleichmäßiger Intensität neben den Banden von Adenin
und Cytosin zeigt, dass nach der Präparation der strukturierten Proben noch nicht
die gesamte verfügbare Silberoberfläche besetzt ist, sodass die Kristallviolettmoleküle
zusätzlich adsorbieren können. Außerdem belegen die Banden der nachträglich zugege-
benen Kristallviolettlösung und die in ihrer Größenordnung mit denen einer Probe ohne
Nukleobasen-Strukturierung vergleichbaren Verstärkungsfaktoren, dass die Gegenwart
von Analytmolekülen die Immobilisierung der Silbernanopartikel grundsätzlich nicht
beeinträchtigt.
Bei der Untersuchung der Grenzregion lassen sich jedoch Einschränkungen erken-
nen. Bei strukturierten Proben nach Abb. 6.5 b befindet sich die Grenzregion in beiden
Immobilisierungsschritten in der Nähe der Oberfläche der Lösung, in die die Probe
eingetaucht wird. Die Bewegung der Flüssigkeit durch Rühren während der Immobi-
lisierung kann dazu führen, dass die Benetzung der Glasoberfläche nicht durchgehend
gegeben ist, so dass in dieser Region weniger Nanopartikel und/oder Analyten ge-
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Abb. 6.10: (a) Exemplarische SERS-Spektren aus der Adeninregion, Cytosinregion und Grenzregion
(von oben nach unten) einer nach Abb. 6.5 b hergestellten Probe nach Zugabe von 5 · 10−6 mol L−1
Kristallviolettlösung, Anregungswellenlänge: 785 nm, Photonenflussdichte: 3 ·1024 Photonen cm−2 s−1,
Integrationszeit: 1 s. (b) Verteilung des Intensitätsverhältnisses der Ringatemschwingungsbanden von
Adenin und Cytosin in den SERS-Spektren in einem Ausschnitt der Grenze zwischen Cytosinregion
und gemischter Grenzregion. (c-d) Verteilung des Verstärkungsfaktors in Ausschnitten der Adenin-
(c) und der Cytosinregion (d). (e) Verteilung des Verstärkungsfaktors in demselben Ausschnitt der
Grenze wie in (b). Spektren an den weißen Punkten in (e) weisen nur Adenin- und Cytosinbanden
auf, aber keine CV-Banden.
bunden werden, was sich in geringeren Intensitäten der SERS-Spektren widerspiegelt.
Während jedoch Banden von Adenin und/oder Cytosin - in unterschiedlicher Inten-
sität - in allen Spektren beobachtbar sind, sind die Banden von nachträglich zuge-
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gebenem Kristallviolett in einigen Spektren an der Grenze nicht zu finden. Die Ver-
teilung der Intensitätsverhältnisse der Adenin- und Cytosinbanden (Abb. 6.10 b) und
die Verteilung der Verstärkungsfaktoren (Abb. 6.10 e) in einem Ausschnitt der Grenze,
die die Cytosinregion abschließt, korrelieren. Im unteren Teil des untersuchten Aus-
schnitts liegt ein Cytosinüberschuss vor (Abb. 6.10 b) und der Verstärkungsfaktor ist
gleichmäßig größer als 105 (Abb. 6.10 e). Beides deutet auf eine gleichmäßige Cytosin-
region wie in Abb. 6.10 d hin. Im mittleren Teil des Ausschnitts dagegen finden sich
viele Punkte, an denen die SERS-Spektren keine oder schwache Kristallviolettbanden
aufweisen und im Vergleich zu den Spektren aus dem unteren Teil ist im mittleren
Teil der Einfluss von Adenin auf die Spektren größer. Der Einfluss von Adenin wird
im oberen Teil des Ausschnitts noch größer, während die Verstärkungsfaktoren dort
wieder zunehmen. Betrachtet man die absoluten Intensitäten für jeweils eine der Ring-
atemschwingungsbanden (Adenin oder Cytosin) in diesem Ausschnitt, zeigt sich ein
ähnlicher Trend wie für den Verstärkungsfaktor (Abbildung nicht gezeigt). Diese Be-
obachtungen lassen vermuten, dass im mittleren Teil des betrachteten Ausschnitts die
Nanopartikeldichte auf der Glasoberfläche geringer ist als am oberen und unteren Rand,
sodass zwar die gemeinsam mit den Nanopartikeln aufgebrachten Analytmoleküle, aber
keine zusätzlichen Kristallviolettmoleküle, detektiert werden können.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die sequentielle Immobilisierung
von Silbernanopartikeln in Gegenwart verschiedener Analytlösungen eine makrosko-
pische Strukturierung von SERS-aktiven Oberflächen ermöglicht. Die auf diese Weise
mit Adenin und Cytosin generierten Regionen lassen sich univariat anhand der Ring-
atemschwingungsbanden in den SERS-Spektren unterscheiden und können somit als
Modellsystem für die SERS-Bildgebung dienen. Die parallele Detektion von SERS-
Signalen von nachträglich auf die Oberfläche gegebener Kristallviolettlösung bietet die
Möglichkeit mit einem internen Standard die SERS-Verstärkung in den jeweils un-
tersuchten Probenbereichen zu quantifizieren und somit Einflüsse auf die Bildgebung
durch unterschiedliche Nanopartikelanordnungen festzustellen bzw. auszuschließen.
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6.3 Multivariate Unterscheidung von
SEHRS-Spektren
Dieser Abschnitt und der folgende Abschnitt 6.4 beschreiben die Übertragung der
für die SERS- und Raman-Mikroskopie bekannten Methoden zur Klassifizierung und
Bildgebung auf die SEHRS-Mikroskopie anhand von Modellsystemen, die aus immobili-
sierten Silbernanopartikeln bestehen. Dazu werden hier zunächst die SEHRS-Spektren
der verwendeten Analyten und deren Klassifizierung mit Hilfe multivariater Methoden
diskutiert.
6.3.1 Qualitative Diskussion der Spektren
Experimente mit kolloidalen Silbernanopartikellösungen und immobilisierten Silber-
nanopartikeln ohne vorherige Analytstrukturierung zeigen, dass für Adenin und Cy-
tosin, die sich in den Modellsystemen für SERS-Bildgebung in Abschnitt 6.2.2 als
geeignet erwiesen haben, SEHRS-Spektren erhalten werden können (Abb. 6.11). Der
Vergleich der SEHRS-Spektren von Adenin auf den immobilisierten Silbernanoparti-
keln (Abb. 6.11 b) und in kolloidaler Lösung (Abb. 6.11 a) zeigt, dass trotz einer mit
10−4 mol L−1 höheren Adeninkonzentration auf den immobilisierten Partikeln weniger
und schwächere Banden als in der kolloidalen Lösung erhalten wurden. Dies kann dar-
auf zurückgeführt werden, dass für die Messung der Oberflächen - zur genaueren Fokus-
sierung des Anregungslichts auf der Oberfläche - ein Objektiv mit höherer numerischer
Apertur, also geringerem Fokusvolumen, verwendet wurde, sodass ein kleinerer Anteil
der Lösung zum tatsächlichen Signal beiträgt (NA = 0,3 für die Lösungen, NA = 1,2 für
die immobilisierten Partikel, die Fokusvolumina unterscheiden sich etwa um einen Fak-
tor von 100, siehe auch S. 43 f.). Theoretisch könnte dies durch höhere Anregungsinten-
sitäten oder längere Integrationszeiten kompensiert werden. Allerdings sind die Ober-
flächen mit den immobilisierten Nanopartikeln empfindlich gegenüber höheren Anre-
gungsintensitäten, da sie im Gegensatz zu einer Lösung kaum Möglichkeiten haben, die
eingestrahlte Energie abzuführen, was im Experiment am Auftreten von Löchern in der
Nanopartikelschicht an den Messpunkten erkennbar ist. Längere Integrationszeiten sind
im Hinblick auf geplante bildgebende Experimente nicht praktikabel; schon die hier ver-
wendeten 120 s würden zu relativ langen Gesamtmesszeiten führen, die es erschweren
zu gewährleisten, dass die Proben nicht austrocknen und dass die Fokussierung erhal-
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Abb. 6.11: SEHRS-Spektren von (a) Adenin (10−5 mol L−1) in kolloidaler Silbernanoparti-
kellösung, (b) Adeninlösung (10−4 mol L−1) auf immobilisierten Silbernanopartikeln und (c) Cytosin
(10−5 mol L−1) in kolloidaler Silbernanopartikellösung. Anregungsbedingungen: 1064 nm, maximale
Photonenflussdichte: 1 · 1029 Photonen cm−2 s−1 (a, c), 6 · 1028 Photonen cm−2 s−1 (b), Integrations-
zeit: 120 s.
ten bleibt. Außerdem sind die Intensitäten der Banden auch in den SEHRS-Spektren
von Adenin und Cytosin in den kolloidalen Lösungen (Abb. 6.11 a und 6.11 c) relativ
gering und die Spektren weisen einen zu großen Raman-Verschiebungen hin ansteigen-
den und, im Vergleich mit den Banden, intensiven Untergrund auf. Beides erschwert
eine automatisierte Unterscheidung der Spektren wie sie für die Bildgebung nötig ist.
Um ein Modellsystem zu erhalten, das bei den gegebenen experimentellen Bedin-
gungen intensivere SEHRS-Spektren liefert, wurden Farbstoffe untersucht, die Absorp-
tionsbanden im Spektralbereich der zweiten Harmonischen der Anregungsfrequenz ha-
ben. Auf diese Weise kann eine zusätzliche Resonanzverstärkung der Hyper-Raman-
Streuung ausgenutzt werden. Die beiden Triphenylmethylfarbstoffe Kristallviolett und
Malachitgrün haben Absorptionsmaxima bei 588 nm bzw. 617 nm, sodass bei der ver-
wendeten Anregungswellenlänge von 1064 nm die beobachtete Hyper-Raman-Streuung
innerhalb der Absorptionsbande liegt (Abb. 6.12). Die chemischen Strukturen dieser
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Abb. 6.12: Absorptionsspektren und Strukturen von (a) Kristallviolett und (b) Malachitgrün. Die
Messung der Absorptionsspektren erfolgte an wässrigen Lösungen der Farbstoffe mit einer Konzentra-
tion von 10−5 mol L−1. Die gestrichelten Linien markieren die Anregungswellenlänge für die SEHRS-
Experimente und deren zweite Harmonische.
beiden Farbstoffe unterscheiden sich nur in einer Dimethylaminogruppe (Abb. 6.12).
Ihre Raman- und Hyper-Raman-Spektren weisen daher jeweils nur wenige Unterschiede
auf.[150,200]
Deutliche Unterschiede zwischen den SEHRS-Spektren (Abb. 6.13 a) und den SERS-
Spektren (Abb. 6.13 b) von Kristallviolett bzw. Malachitgrün zeigen sich in der Bande
bei ca. 1620 cm−1, die für beide Farbstoffe in den SEHRS-Spektren wesenlich weniger in-
tensiv ist als in den SERS-Spektren, und in den Doppelbanden bei 1177 cm−1/1219 cm−1
bzw. 1366 cm−1/1398 cm−1 in den SERS-Spektren von Malachitgrün, an deren Stelle
in den SEHRS-Spektren jeweils nur eine Bande vorhanden ist. Für die Banden bei
1620 cm−1 und 1366 cm−1/1398 cm−1 wird dies von Schneider et al.[150] mit Hilfe von
Symmetriebetrachtungen ähnlich des für zentrosymmetrische Moleküle beobachteten
Alternativverbots erklärt. Bemerkenswert bei der Betrachtung der SEHRS- und SERS-
Spektren dieser beiden Farbstoffe ist die Tatsache, dass zwischen den SEHRS- und
SERS-Spektren von Malachitgrün (untere Spektren in Abb. 6.13 a bzw. Abb. 6.13 b)
mehr Unterschiede bestehen als zwischen den SEHRS- und SERS-Spektren von Kris-
tallviolett (obere Spektren in Abb. 6.13 a bzw. Abb. 6.13 b), obwohl Kristallviolett eine
höhere Symmetrie besitzt und somit unterschiedlichere Auswahlregeln für die ein- und
zweiphotonenangeregten Raman-Spektren zu erwarten wären. Dies lässt auf eine Be-
einflussung der Molekülsymmetrie von Kristallviolett durch die Silberoberfläche schlie-
ßen.[201] Abgesehen von diesen Unterschieden lassen sich jedoch für die meisten Ban-
den in den SEHRS-Spektren von Kristallviolett und Malachitgrün (Abb. 6.13 a), unter
Berücksichtigung von teilweise leichten Verschiebungen und unterschiedlichen relativen
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Abb. 6.13: (a) SEHRS- und (b) SERS-Spektren von wässrigen Kristallviolett- und Malachit-
grünlösungen sowie einer äquimolaren Mischung beider Analyten auf immobilisierten Silbernanoparti-
keln. Konzentrationen der Farbstoffe für SEHRS: 10−5 mol L−1 für die Spektren der reinen Farbstoffe
bzw. 5 · 10−6 mol L−1 in der Mischung, Konzentrationen der Farbstoffe für SERS: 10−6 mol L−1 für
die Spektren der reinen Farbstoffe bzw. 5 · 10−7 mol L−1 in der Mischung. Anregungsbedingungen:
(a) 1064 nm, maximale Photonenflussdichte: 5 · 1028 Photonen cm−2 s−1, 30 s; (b, Spektren der reinen
Farbstoffe) 532 nm, maximale Photonenflussdichte: 9 · 1027 Photonen cm−2 s−1, 100 ms; (b, Mischung)
532 nm, maximale Photonenflussdichte: 4 · 1026 Photonen cm−2 s−1, 500 ms.
Intensitäten, Analoga in den entsprechenden SERS-Spektren (Abb. 6.13 b) finden. Die
Zuordnung zu den Molekülschwingungen kann somit in Anlehnung an die vorhandene
Literatur zur Zuordnung der Banden in resonanten Raman-Spektren erfolgen. Insbe-
sondere für Kristallviolett existieren in der Literatur verschiedene Ansätze hinsichtlich
der Bandenzuordnung für SERS- und Raman-Spektren, die auf unterschiedlichen An-
nahmen hinsichtlich der Symmetrie und auf unterschiedlichen Berechnungsverfahren
beruhen und sich zum Teil widersprechen.[150,200,202–205] Die Zuordnung von Lueck et
al.[200] berücksichtigt einige der Widersprüche und beruht auf einem umfangreichen Ver-
gleich der Spektren verschiedener aminosubstituierter Triphenylmethylfarbstoffe und
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Tabelle 6.1: Bandenpositionen in cm−1 und Zuordnungen[200,206] für
die SEHRS- und SERS-Spektren von Kristallviolett und Malachitgrün.
Kristallviolett Malachitgrün
SEHRS SERS SEHRS SERS Zuordnunga
1619 1619 1615 1618 ν N-Phenyl, ν C-C
1586 1588 1585 1592 ν Ring
1533 1537 ν N+-Phenyl
1479 1481 1477 1489 δ N(CH3)2
1444 1445 1450 δ N(CH3)2
1398 i.p. δ Phenyl
1370 1376 1372 1366 ν N-Phenyl
1298 1298 1298 1294 i.p. δ Phenyl
1219 ν N-C, δ N(CH3)2
1176 1178 1177 1177 i.p. δ Phenyl-H
941 938 938 ν N(CH3)2, δ N(CH3)2
913 915 904 917 i.p. δ Phenyl
804 803 795 801 o.o.p. δ Phenyl-H
765 ν Phenyl, i.p. δ Phenyl
727 726 727 o.o.p. δ Phenyl-N(CH3)2
702 o.o.p. δ Phenyl
565 563 i.p. δ Phenyl
524 525 511 533 i.p. δ Phenyl
442 442 o.o.p. δ Phenyl
421 423 422 415 o.o.p. δ Phenyl
336 336 δ Phenyl-C-Phenyl
a ν Streckschwingung, δ Deformationsschwingung,
o.o.p. Schwingung aus der Ebene eines Phenylrings heraus,
i.p. Schwingung in der Ebene
eines weiteren aromatischen Amins. Daher, und insbesondere weil hiermit auch eine
direkte Zuordnung für die Spektren von Malachitgrün vorhanden ist, wurde die Zu-
ordnung der SEHRS-Banden von Kristallviolett und Malachitgrün im wesentlichen
basierend auf dieser Literatur und im Vergleich mit den SERS-Spektren (Abb. 6.13)
durchgeführt (Tabelle 6.1).
Im Gegensatz zu den SERS-Spektren, in denen sich durch die geringere Symme-
trie von Malachitgrün deutliche Unterschiede zwischen den beiden Farbstoffen finden
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lassen (Abb. 6.13 b), weisen die SEHRS-Spektren der beiden Farbstoffe nur wenige Un-
terschiede auf. Im einzelnen sind dazu die Dimethyldeformationsbanden bei 1479 cm−1
und 1444 cm−1 (Positionen für Kristallviolett) zu nennen, deren Intensitätsverhältnis
für Malachitgrün größer ist als für Kristallviolett (Abb. 6.13 a). Außerdem ist für
die Phenyldeformationsschwingung bei 913 cm−1 (Kristallviolett) eine Verschiebung
zu 904 cm−1 im Spektrum von Malachitgrün zu beobachten, während sich gleichzei-
tig das Intensitätsverhältnis dieser Bande zu der Streck- und Deformationsbande der
Dimethylaminogruppen bei 938 cm−1 verändert. Eine schwache Bande bei 702 cm−1
tritt ausschließlich in den SEHRS-Spektren von Malachitgrün auf. Diese Bande ist
in einphotonenangeregten Raman-Spektren weder für Malachitgrün noch für Kristall-
violett zu finden. Eine Bande an dieser Position wurde allerdings auch in Infrarotab-
sorptionsspektren von Malachitgrün[142] und dem unsubstituierten Triphenylmethyl-
kation[207] beobachtet und bei letzterem einer C-C-C-Deformationsschwingung aus der
Ebene eines der Phenylringe heraus zugeordnet[206]. Es handelt sich daher offensichtlich
um eine Bande, die spezifisch für Malachitgrün ist, aber in normalen Raman-Spektren
symmetrieverboten ist und nur in Infrarot- und Hyper-Raman-Spektren auftritt. Ein
weiterer Unterschied zwischen den SEHRS-Spektren von Kristallviolett und Malachit-
grün ist für die Phenyldeformationsschwingungen in der Ebene bei 565 cm−1 und bei
524 cm−1 bzw. 511 cm−1 erkennbar. Die Bande bei 565 cm−1 tritt, analog zur Beobach-
tung für die SERS-Spektren, nur in den Spektren von Kristallviolett auf. Die Bande
bei 524 cm−1 in den SEHRS- und SERS-Spektren von Kristallviolett liegt in der Mitte
zwischen den Positionen der Banden in den SEHRS-Spektren (511 cm−1) und SERS-
Spektren (533 cm−1) von Malachitgrün. Dies könnte die in [150] für einige Banden
bei größeren Raman-Verschiebungen beschriebene Tatsache ergänzen, dass die ent-
sprechende Schwingung in Kristallviolett entartet ist, in Malachitgrün aber aufgrund
der geringeren Symmetrie in zwei Moden aufspaltet, von denen jeweils eine im Raman-
und eine im Hyper-Raman-Spektrum auftreten. Ein weiterer Unterschied zwischen den
Spektren der beiden Farbstoffe ist eine Schulter bei größerer Raman-Verschiebung ne-
ben der Phenyldeformationsschwingung bei 421 cm−1, die im SEHRS-Spektrum von
Kristallviolett, aber nicht im SEHRS-Spektrum von Malachitgrün auftritt. In den
SERS-Spektren liegt an dieser Stelle jedoch für beide Farbstoffe eine deutliche, separate
Bande vor (Abb. 6.13 b). Die Bande der Deformationsschwingung am zentralen Kohlen-
stoffatom bei 336 cm−1 tritt sowohl für SEHRS als auch für SERS nur in den Spektren
von Kristallviolett auf, was der Beobachtung in normalen Raman-Spektren[200] der bei-
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den Farbstoffe entspricht.
Die SEHRS-Spektren und die SERS-Spektren einer äquimolaren Mischung von
Kristallviolett und Malachitgrün (Abb. 6.13 a bzw. 6.13 b, mittlere Spektren) haben
sowohl hinsichtlich der vorkommenden Banden als auch bezüglich der relativen In-
tensitäten eine wesentlich größere Ähnlichkeit mit den Spektren von Kristallviolett
als mit denen von Malachitgrün. Zum einen kann dies auf einen größeren Raman-
Streuquerschnitt von Kristallviolett zurückzuführen sein, der unter anderem durch un-
terschiedliche Resonanzbedingungen für die beiden Farbstoffe bedingt sein kann (siehe
auch die Absorptionsspektren in Abb. 6.12). Zum anderen kann die Dominanz der
Kristallviolettsignale auf eine höhere Affinität von Kristallviolett zur Silberoberfläche
und damit eine bevorzugte Adsorption hindeuten.
In einem Versuch, die SEHRS-Spektren von Kristallviolett und Malachitgrün uni-
variat zu unterscheiden, wurde das Intensitätsverhältnis der beiden Dimethylamino-
Deformationsschwingungsbanden bei 1479 cm−1 und 1444 cm−1 statistisch untersucht.
Da die zusätzliche Dimethylaminogruppe in Kristallviolett der einzige strukturelle Un-
terschied zwischen den beiden Farbstoffen ist, wäre eine Unterscheidung der Spek-
tren anhand von Moden dieser Gruppe naheliegend. Zudem wurde subjektiv in den
Spektren von Kristallviolett ein kleineres Verhältnis der Intensität der Bande bei
1479 cm−1 zur Intensität bei 1444 cm−1 beobachtet als in den Spektren von Mala-
chitgrün (Abb. 6.13 a). Die statistische Auswertung dieses Intensitätsverhältnisses für
die Spektren der beiden einzelnen Farbstoffe und ihrer Mischung zeigt diesen Trend
ebenfalls: In den Spektren von Malachitgrün ist das Intensitätsverhältnis zum Teil
deutlich größer als für Kristallviolett (Abb. 6.14). Allerdings ist die Varianz des In-
tensitätsverhältnisses auch innerhalb der Spektren jeweils eines der beiden Farbstoffe
relativ groß, so dass Intensitätsverhältnisse zwischen 1 und 4 für beide Farbstoffe vor-
kommen.
Die Varianz der Intensitätsverhältnisse kann durch eine unterschiedliche Orientie-
rung auf oder unterschiedliche Wechselwirkung mit der Silberoberfläche verursacht
werden. Aufgrund der freien Elektronenpaare an den Stickstoffatomen sind die Dime-
thylaminogruppen, neben dem Carbeniumion, potentielle Wechselwirkungsstellen für
die Adsorption an der Silberoberfläche.[203,208,209] Durch Einflüsse aus der Umgebung,
z. B. Variation in der Oberflächenbeschaffenheit oder Anordnung der Silbernanopar-
tikel, kann die Wechselwirkung der Dimethylaminogruppen mit der Silberoberfläche
für die einzelnen Moleküle unterschiedlich stark sein, was dann auch die Schwingun-
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Abb. 6.14: Intensitätsverhältnis der Dimethylamino-Deformationsschwingungsbanden bei 1479 cm−1
und 1444 cm−1 in den SEHRS-Spektren von Lösungen von Kristallviolett (CV), Malachitgrün (MG)
und einer äquimolaren Mischung beider Farbstoffe auf immobilisierten Silbernanopartikeln. Die In-
tensität im Minimum zwischen den beiden Banden bei ca. 1460 cm−1 wurde als Untergrundintensität
von der Intensität im Maximum der jeweiligen Bande subtrahiert.
gen dieser Gruppen und damit die relativen Intensitäten der entsprechenden Banden
in den SEHRS-Spektren beeinflusst. Daher ist basierend auf der univariaten Unter-
suchung keine eindeutige Klassifizierung der SEHRS-Spektren von Kristallviolett und
Malachitgrün möglich.
6.3.2 Klassifizierung
Multivariate Analysemethoden ermöglichen die Unterscheidung von Spektren unter
Berücksichtigung mehrerer (oder aller) Banden und können auf diese Weise subtilere
Unterschiede sichtbar machen als univariate Auswertungen.[141] Im Folgenden werden
daher Untersuchungen der SEHRS-Spektren von Kristallviolett, Malachitgrün und de-
ren Mischung mittels hierarchischer Clusteranalyse (HCA) und Hauptkomponenten-
analyse (engl. principal component analysis, PCA) diskutiert. Sowohl PCA als auch
HCA wurden zum einen für den Spektralbereich von 380 bis 1700 cm−1 durchgeführt,
der alle im vorliegenden Experiment beobachteten Banden enthält, zum anderen für
einen kleineren Spektralbereich zwischen 380 cm−1 und 1000 cm−1.
Abb. 6.15 zeigt die Ergebnisse von hierarchischen Clusteranalysen der SEHRS-
Spektren der beiden Farbstoffe. Die Auswahl des Spektralbereichs beeinflusst das Er-
gebnis der Analyse: Wird der größere Bereich verwendet (380-1700 cm−1, Abb. 6.15 a),
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Abb. 6.15: Ergebnisse von hierarchischen Clusteranalysen der SEHRS-Spektren von Lösungen von
Kristallviolett (CV), Malachitgrün (MG) und einer äquimolaren Mischung (mix) dieser beiden Farb-
stoffe auf immobilisierten Silbernanopartikeln. Verwendeter Spektralbereich: (a) 380-1700 cm−1 (b)
380-1000 cm−1.
bilden sich grundsätzlich drei separate Cluster für die Spektren von Kristallviolett,
Malachitgrün bzw. der äquimolaren Mischung. Allerdings wird ein Teil der Mala-
chitgrünspektren dem Cluster zugeordnet, der hauptsächlich Kristallviolettspektren
enthält (Abb. 6.15 a, oben). Bei Verwendung des kleineren Spektralbereichs zwischen
380 und 1000 cm−1 werden dahingegen die Spektren von Malachitgrün vollständig in ei-
nem eigenen Cluster gesammelt, was der erwarteten Gruppierung entspricht. Die Spek-
tren von Kristallviolett und der Mischung bilden einen gemeinsamen übergeordneten
Cluster, der sich weiter aufspaltet in einen Cluster, der nur Kristallviolettspektren
enthält und einen Cluster, der mehrere Gruppen von Kristallviolett- bzw. Mischungs-
spektren enthält (Abb. 6.15 b). Die gemeinsame Gruppierung der Spektren von Kris-
tallviolett und Mischung spiegelt die subjektive Beobachtung wider, dass die Spektren
der Mischung eine größere Ähnlichkeit zu den Spektren von Kristallviolett haben als zu
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denjenigen von Malachitgrün (siehe auch Abb. 6.13 a). Die Verwendung des kleineren
Spektralbereichs in der HCA ermöglicht also, insbesondere durch die klare Separierung
der Malachitgrünspektren, eine realistischere Unterscheidung der SEHRS-Spektren der
Farbstoffe als die Verwendung des größeren Spektralbereichs. Demnach enthalten die
Spektren im Bereich oberhalb von 1000 cm−1 Varianz, die nicht direkt durch die che-
mischen Unterschiede zwischen den beiden Farbstoffen verursacht wird.
Bei den SERS-Spektren hat die Auswahl des Spektralbereichs im Gegensatz zu
den SEHRS-Spektren keinen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis der hierarchi-
schen Clusteranalyse. SERS-Spektren von Kristallviolett, Malachitgrün und der Mi-
schung werden jeweils ohne Fehlzuordnungen in drei separate Cluster getrennt, wobei
Kristallviolett- und Mischungsspektren einem gemeinsamen übergeordneten Cluster
zugeordnet werden (Abbildung nicht gezeigt).
Eine weitere Möglichkeit, die Unterschiede zwischen den SEHRS- und SERS-Spek-
tren der beiden Farbstoffe zu untersuchen und damit eine Klassifizierung zu ermöglichen,
ist die PCA. Gegenüber der Clusteranalyse bietet die PCA den Vorteil, dass sich durch
eine Betrachtung der Loadings Rückschlüsse auf diejenigen Banden, die für die Unter-
scheidung der verschiedenen Spektren wichtig sind, ziehen lassen.
Eine Trennung der SEHRS-Spektren der beiden Farbstoffe ist, basierend auf den
Scores der ersten beiden Hauptkomponenten der PCA dieser Spektren, unabhängig
vom verwendeten Spektralbereich möglich (Abb. 6.16 a und 6.16 c). Allerdings erfolgt
die Trennung bei der Verwendung des größeren Spektralbereichs entlang der zweiten
Hauptkomponente (Abb. 6.16 a), während für den kleineren Spektralbereich eine Tren-
nung entlang der ersten Hauptkomponente zu erkennen ist (Abb. 6.16 c). Sowohl die
Loadings der zweiten Hauptkomponente bei Verwendung des großen Spektralbereichs
(Abb. 6.16 b, unten) als auch die Loadings der ersten Hauptkomponente bei Verwen-
dung des kleinen Spektralbereichs (Abb. 6.16 d, oben) zeigen eine intensive Bande bei
ca. 915 cm−1. Dort befindet sich in den Kristallviolettspektren eine Phenyldeforma-
tionsbande, die in den Malachitgrünspektren bei einer kleineren Raman-Verschiebung
liegt. Dies zeigt, dass die für die Trennung der Spektren der beiden Farbstoffe rele-
vanten spektralen Merkmale unabhängig vom verwendeten Spektralbereich sind, aber
durch die Einflüsse weiterer Varianz unterschiedlich gewichtet werden.
Die dominanten Banden in den Loadings der ersten Hauptkomponente unter Ver-
wendung des großen Spektralbereichs sind zugleich die drei intensivsten Banden in den
SEHRS-Spektren beider Farbstoffe (1587, 1373 und 1174 cm−1) und liegen oberhalb von
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Abb. 6.16: (a-d) Scores (a, c) und Loadings (b, d) der ersten beiden Hauptkomponenten (PC) aus
Hauptkomponentenanalysen der SEHRS-Spektren von Lösungen von Kristallviolett (CV, +), Mala-
chitgrün (MG, X) und einer äquimolaren Mischung dieser beiden Farbstoffe (mix, o) auf immobilisier-
ten Silbernanopartikeln. Untersucht wurden die Spektralbereiche von 380-1700 cm−1 (a-b) und von
380-1000 cm−1 (c-d). Der Anteil der Varianz der Daten, der durch die jeweilige PC erklärt wird, ist in
(b, d) angegeben. (e-h) Entsprechende Ergebnisse der Hauptkomponentenanalysen eines SERS-Da-
tensatzes der gleichen Farbstoffe.
1000 cm−1 (Abb. 6.16 b, oben), das heißt in dem Bereich der Spektren, der für die Ana-
lyse in Abb. 6.16 c und 6.16 d nicht verwendet wurde. Die an sich größte Varianz in den
SEHRS-Spektren der beiden Farbstoffe zwischen 1000 cm−1 und 1700 cm−1 wird also
in der PCA des kleineren Spektralbereichs nicht berücksichtigt. Dieser Spektralbereich
ist jedoch wichtig für die Unterscheidung der SEHRS-Spektren des reinen Kristallvio-
letts und der Mischung aus Kristallviolett und Malachitgrün, die in der Auftragung der
Scores (Abb. 6.16 a) dicht nebeneinander liegen und sich anhand der zweiten Haupt-
komponente, die eine Trennung der Spektren der Reinsubstanzen ermöglicht, nicht
separieren lassen. Da die Gruppe der Malachitgrünspektren entlang der ersten Haupt-
komponente ebenfalls relativ breit verteilt ist (Abb. 6.16 a), ist anzunehmen, dass ein
Teil der Varianz im Bereich von 1000 bis 1700 cm−1 durch Unterschiede in der Adsorp-
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tionsgeometrie der Farbstoffmoleküle verursacht wird und nicht durch Unterschiede in
der Molekülstruktur selbst. Solche Unterschiede bei der Adsorption können entweder
durch unterschiedliche Oberflächeneigenschaften und Anordnung der immobilisierten
Silbernanopartikel oder, wie beim Vergleich der Kristallviolett- und Mischungsspek-
tren, durch Konkurrenz und gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Farbstoff-
moleküle auf der Silberoberfläche entstehen.
Bei der Verwendung des kleineren Spektralbereichs in der PCA wird die Varianz
bei größeren Raman-Verschiebungen ignoriert, sodass der Unterschied zwischen den
Spektren der reinen Farbstoffe, der hauptsächlich in der Bande bei 915 cm−1 zu finden
ist, wichtiger wird. Die Spektren des reinen Kristallvioletts und der Mischung können
dennoch auch bei Betrachtung des kleineren Spektralbereichs unterschieden werden,
allerdings anhand der zweiten Hauptkomponente (Abb. 6.16 c), die eine große Varianz
bei 422 cm−1 impliziert (Abb. 6.16 d, unten). Eine schwache Bande bei 422 cm−1 ist
auch in den Loadings der ersten Hauptkomponente bei Verwendung des großen Spek-
tralbereichs zu finden (Abb. 6.16 b), diese Bande trägt also auch dort zur Trennung
der Spektren des reinen Kristallvioletts von denen der Mischung bei. Da die Phenylde-
formationsschwingungsbande an dieser Position in den Kristallviolett- und Mischungs-
spektren eine Schulter besitzt, in den Malachitgrünspektren aber nicht (Abb. 6.13 a),
ist anzunehmen, dass der Beitrag der Schulter zu der Bande in den Mischungsspektren
anders ist als in den Spektren des reinen Kristallvioletts.
Die PCA der SERS-Spektren ermöglicht ebenfalls eine Trennung der beiden Farb-
stoffe und ihrer Mischung (Abb. 6.16 e-h). Allerdings werden im SERS-Datensatz die
Spektren der reinen Farbstoffe, im Gegensatz zu den SEHRS-Spektren, für beide Spek-
tralbereiche entlang der ersten Hauptkomponente getrennt (Abb. 6.16 e und 6.16 g).
Das ist dadurch bedingt, dass die SERS-Spektren von Kristallviolett und Malachit-
grün deutlichere Unterschiede aufweisen (Abb. 6.13 b), insbesondere sind einige Banden
nur in den Spektren jeweils eines der beiden Farbstoffe zu finden (z. B. 1219 cm−1 für
Malachitgrün und 726 cm−1 für Kristallviolett). Die Loadings (Abb. 6.16 f und 6.16 h,
jeweils oben) zeigen einen starken Beitrag dieser zusätzlichen Banden zur Varianz des
SERS-Datensatzes, aber auch einen Einfluss der Bande bei 915 cm−1, die auch schon
für den SEHRS-Datensatz als wichtiger Unterschied zwischen den beiden Farbstoffen
identifiziert wurde.
Ähnlich wie für den SEHRS-Datensatz ist für die Abgrenzung der SERS-Spektren
der Mischung, die denen des reinen Kristallvioletts sehr ähnlich sind, eine weitere,
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nämlich die zweite, Hauptkomponente erforderlich. Ein Unterschied für den SERS-
Datensatz besteht jedoch darin, dass die durch die zweite Hauptkomponente reprä-
sentierte Varianz im wesentlichen auf den gleichen Banden beruht wie bei der ersten
Hauptkomponente (Abb. 6.16 f und 6.16 h), nur bei Verwendung des kleineren Spektral-
bereiches wird ein Einfluss einer weiteren Bande bei 801 cm−1 deutlich (Abb. 6.16 h).
Der Unterschied zwischen den SERS-Spektren der Mischung und des reinen Kristallvio-
letts ist somit zwar schwächer ausgeprägt, beruht aber auf den gleichen molekularen
Schwingungen wie der Unterschied zwischen den SERS-Spektren der beiden reinen
Farbstoffe. Bei den SEHRS-Spektren hingegen, wo die Unterschiede zwischen den bei-
den Farbstoffen ohnehin subtiler sind, lassen sich in der PCA Einflüsse verschiedener
struktureller Gruppen der Moleküle erkennen, abhängig davon, ob die reinen Farbstof-
fe untereinander oder mit der Mischung verglichen werden. Dies kann auf die größere
Empfindlichkeit von SEHRS gegenüber der Adsorptionsgeometrie[10] und der Molekül-
Metall-Wechselwirkung zurückgeführt werden (siehe auch Abschnitt 4.4). Die PCA von
SEHRS-Daten der hier untersuchten Farbstoffe liefert also entscheidende Zusamtzinfor-
mationen im Vergleich mit den SERS-Daten, was für die Untersuchung von Verteilun-
gen der Farbstoffe auf plasmonischen Oberflächen von Vorteil ist, wie in Abschnitt 6.4
gezeigt werden wird.
Zusammenfassend lässt sich an dieser Stelle feststellen, dass sowohl die HCA als
auch die PCA eine Unterscheidung von Kristallviolett und Malachitgrün anhand ihrer
SEHRS- und SERS-Spektren ermöglichen. Dabei liefert die PCA zusätzliche Informa-
tionen über die spektralen Merkmale, die für die Unterscheidung relevant sind, und
kann somit verschiedene Einflüsse auf die Spektren beschreiben. So lässt sich mit Hil-
fe der Informationen aus der PCA erklären, weshalb die Unterscheidung der beiden
Farbstoffe anhand der HCA der SEHRS-Spektren unter Verwendung des kleinen Spek-
tralbereichs von 380 bis 1000 cm−1 besser funktioniert: Die Verringerung des betrach-
teten Spektralbereichs führt dazu, dass Varianz zwischen den einzelnen Spektren, die
nicht eindeutig den Unterschieden zwischen den beiden Farbstoffen an sich zugeordnet
werden kann, ignoriert wird. Der kleinere Spektralbereich zwischen 380 und 1000 cm−1
ermöglicht somit zwar teilweise deutlichere oder korrektere Trennungen der beiden
Farbstoffe, aber der Rest der Spektren im Spektralbereich zwischen 1000 und 1700 cm−1
enthält trotzdem wichtige Informationen, insbesondere hinsichtlich der Wechselwirkung
zwischen den Farbstoffmolekülen und der Silberoberfläche. Interessant ist, dass die
anhand der PCA identifizierten unterscheidungsrelevanten spektralen Merkmale aus-
120
6.4 Hyperspektrale SEHRS-Bildgebung
schließlich in den Phenylbanden bestehen, obwohl der einzige strukturelle Unterschied
zwischen Kristallviolett und Malachitgrün in der An- bzw. Abwesenheit der dritten Di-
methylaminogruppe besteht, deren Banden für eine Unterscheidung der Spektren nicht
herangezogen werden können (Abb. 6.14). Dies lässt sich durch einen starken Einfluss
der Dimethylaminogruppen auf die konjugierten π-Systeme der Phenylringe, die Mo-
lekülsymmetrie und die Adsorptionsgeometrie der Moleküle auf der Silberoberfläche
erklären.
6.4 Hyperspektrale SEHRS-Bildgebung
Die in Abschnitt 6.3 gezeigte multivariate Unterscheidung von Farbstoffen anhand ih-
rer SEHRS-Spektren soll im Folgenden für die SEHRS-Bildgebung angewandt werden.
Dazu werden in diesem Abschnitt zunächst die untersuchten Proben und die durch die-
se gegebene Fragestellung beschrieben. Darauf folgend werden verschiedene Einflüsse
auf die Klassifizierung der SEHRS- und SERS-Spektren dieser Proben diskutiert und
schließlich die Vorgehensweise zur hyperspektralen Kartierung dargestellt.
6.4.1 Beschreibung der Proben und der zu unterscheidenden
Probenregionen
In Abschnitt 6.2.2 wurde beschrieben, dass plasmonische Oberflächen mit einer an-
hand der SERS-Spektren verfolgbaren Struktur entstehen, wenn Silbernanopartikel in
Gegenwart von verschiedenen Analyten nacheinander in unterschiedlichen Regionen
einer Glasoberfläche immobilisiert werden. Ein Nachteil dieser Präparationsmethode
ist jedoch, dass in den Grenzregionen teilweise geringere Oberflächenverstärkungen
beobachtet werden, die auf veränderte Partikelanordnungen oder verringerte Parti-
keldichten in diesen Regionen hindeuten. SEHRS ist noch empfindlicher als SERS
gegenüber Änderungen der Nanopartikelanordnungen[77] und der chemischen Umge-
bung[11] (siehe auch Abschnitt 4.4 und Kapitel 7), daher ist eine gleichmäßige Par-
tikelverteilung für die Anwendung der strukturierten Oberflächen als Modellsysteme
für die SEHRS-Bildgebung von großer Bedeutung. Außerdem sind die verwendbaren
Analytkonzentrationen während der Immobilisierung der Nanopartikel relativ gering,
weil analytinduzierte Aggregation vermieden werden sollte, da die Stabilität der kol-
loidalen Lösung über einen Zeitraum von mehreren Stunden gewährleistet sein muss.
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Abb. 6.17: SEM-Aufnahmen der immobilisierten Silbernanopartikel (a, b) ohne Analyten und (c, d)
nach sequentiellem Eintauchen in 10−5 mol L−1 Kristallviolett- und Malachitgrünlösungen.
SEHRS hat jedoch einen geringeren Streuquerschnitt als SERS. Daher sind, zumin-
dest für eine erste Machbarkeitsuntersuchung, geringfügig höhere Analytdichten auf
der Oberfläche wünschenswert. Für die SEHRS-Experimente wurde die Präparation
deshalb dahingehend modifiziert, dass die Nanopartikel zuerst ohne Analyten auf den
Glasoberflächen immobilisiert wurden und anschließend jeweils Teile der resultieren-
den Substrate nacheinander in Lösungen verschiedener Farbstoffe (Kristallviolett bzw.
Malachitgrün) eingetaucht wurden.
SEM-Aufnahmen der immobilisierten Silbernanopartikel ohne Farbstoffe zeigen Re-
gionen mit unterschiedlichen Nanopartikeldichten (Abb. 6.17 a-b). Die Partikeldichte in
den verschiedenen Regionen liegt zwischen 10 und 90 Nanopartikeln pro µm2. Immobi-
lisierte Silbernanopartikel, die nacheinander in eine 10−5 mol L−1 Kristallviolett- bzw.
Malachitgrünlösung eingetaucht wurden, weisen mit Nanopartikeln ohne Farbstoffe ver-
gleichbare Partikelanordnungen und Partikeldichten auf (Abb. 6.17 c-d). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass die Farbstofflösungen bei dieser Konzentration die im-
mobilisierten Nanopartikel nicht wesentlich beeinflussen. Nach anfänglichen Versuchen
mit den 10−5 mol L−1 Farbstofflösungen wurden dennoch für die bildgebenden Expe-
rimente Farbstofflösungen einer kleineren Konzentration von 10−6 mol L−1 verwendet,
um zu vermeiden, dass beim Eintauchen und anschließenden Trocknen der Proben eine
zu starke Aufkonzentrierung stattfindet, auch im Hinblick auf mögliche Austauschef-
fekte beim Eintauchen in die jeweils zweite Farbstofflösung.
Für die Abschätzung des Bedeckungsgrades der verfügbaren Silberoberfläche mit
Farbstoffmolekülen in den hergestellten Proben muss eine Reihe von Annahmen ge-
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troffen werden. Zunächst wird, zur Ermittlung der verfügbaren Silberoberfläche, die
mittlere Größe der Nanopartikel und deren Anzahl auf einer definierten Fläche der
Probe ermittelt (Tabelle 6.2). Da diesbezüglich für die stäbchenförmigen Partikel mit
ihren unterschiedlichen Seitenverhältnissen keine Verallgemeinerung möglich ist, wer-
den nur diejenigen Partikel berücksichtigt, deren Form näherungsweise als sphärisch
betrachtet werden kann, was für die Mehrzahl der Partikel zutrifft. Zudem wird durch
die Bindung an die Glasoberfläche und durch benachbarte bzw. übereinanderliegende
Partikel ein Teil der Oberfläche der einzelnen Nanopartikel abgeschirmt und ist daher
nicht für die Adsorption von Analyten verfügbar. Es wird pauschal angenommen, dass
75 % der Oberfläche jedes Nanopartikels verfügbar sind. Basierend auf dem Platzbe-
darf eines Kristallviolettmoleküls auf einer Silberoberfläche, der von Kudelski et al.
anhand des Vergleichs mit Rhodamin 6G für parallel zur Oberfläche adsorbierte Mo-
leküle geschätzt wurde,[210] kann ermittelt werden, wie viele Kristallviolettmoleküle auf
der in den vorliegenden Proben vorhandenen Silberoberfläche Platz haben, wenn eine
Monolage aus Farbstoffmolekülen gebildet wird (Tabelle 6.2). Der Platzbedarf von Ma-
lachitgrünmolekülen auf Oberflächen ist nicht aus der Literatur bekannt, kann jedoch
aufgrund der großen strukturellen Ähnlichkeit näherungsweise als identisch mit dem
von Kristallviolett angenommen werden. Die reale Anzahl der Farbstoffmoleküle, die
an der Oberfläche der Silbernanopartikel adsorbieren, während sich die Probe in der
Tabelle 6.2: Daten zur Abschätzung der Bedeckung der immobilisierten Silbernanopartikel mit Farb-
stoffmolekülen in den Proben für die bildgebenden SEHRS-Experimente.
Mittlerer Partikeldurchmessera (133 ± 40) nm
Anzahl Nanopartikel auf 1 µm2 der Probea,b 30
Verfügbare Nanopartikeloberfläche pro 1 µm2 der Probec 1 · 106 nm2
Platzbedarf eines CV-Moleküls auf einer Ag-Oberfläche[210] 4 nm2
Anzahl CV-Moleküle für eine Monolage auf 1 µm2 der Probe 3 · 105
Konzentration der CV-Lösung 10−6 mol L−1
Anzahl der CV-Moleküle auf 1 µm2 der Probed 3 · 105
Bedeckungsgrad 100 %
a Annähernd sphärische Partikel.
b Median der Werte aus verschiedenen SEM-Aufnahmen einer Probe ohne Analyten.
c Annahme: 75 % der Nanopartikeloberfläche sind nach der Bindung an die Glasoberfläche für die
Adsorption von Analyten verfügbar.
d Annahme: Ein 0,5 mm dicker Flüssigkeitsfilm verbleibt nach dem Herausnehmen der Probe aus
der Farbstofflösung und trocknet ein.
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entsprechenden Lösung befindet, ist nicht bekannt. Allerdings kann grob abgeschätzt
werden, wie viele Farbstoffmoleküle sich in dem verbleibenden Flüssigkeitsfilm nach
dem Herausnehmen der Probe aus der Lösung befinden und somit letztendlich auf
der Oberfläche der fertigen Probe vorhanden sind (Tabelle 6.2). Die dazu angenom-
mene Dicke dieses Flüssigkeitsfilms von 0,5 mm ist großzügig geschätzt, sodass davon
auszugehen ist, dass die tatsächliche Molekülanzahl geringer ist. Der resultierende Be-
deckungsgrad von 100 % ist daher die obere Grenze. Die weiteren Vereinfachungen der
Rechnung – Vernachlässigung der Adsorption von Farbstoffmolekülen, während sich
die Probe in der Lösung befindet, einerseits und Vernachlässigung der Oberfläche der
stäbchenförmigen Nanopartikel andererseits – sollten sich im wesentlichen ausgleichen.
Als letzter Punkt sei angemerkt, dass in den Mischregionen, da sie nacheinander in bei-
de Farbstofflösungen getaucht werden, insgesamt eine höhere Bedeckung anzunehmen
ist als in den Regionen, die nur einen der beiden Farbstoffe enthalten. Insgesamt ergibt
sich somit eine Bedeckung der Silberoberfläche mit 1 bis 2 Monolagen der Farbstoff-
moleküle bei planarer Adsorptionsgeometrie. Es können also alle vorhandenen Farb-
stoffmoleküle zum SEHRS- bzw. SERS-Signal beitragen. Zudem kann auf diese Weise
angenommen werden, dass näherungsweise alle Farbstoffmoleküle an der Silberober-
fläche adsorbieren und somit Austauscheffekte während des zweiten Tauchschrittes
oder während der Messung minimiert werden.
Im Folgenden soll die SEHRS-Bildgebung anhand von zwei Proben diskutiert wer-
den. Bei der ersten Probe (als ”MG/mix“ bezeichnet), wurde ein Glasplättchen mit
immobilisierten Silbernanopartikeln zuerst vollständig in eine Malachitgrünlösung und
anschließend zur Hälfte in eine Kristallviolettlösung getaucht, sodass eine reine Mala-
chitgrünregion und eine Mischregion, die beide Farbstoffe enthält, gebildet wurden
(Abb. 6.18 a). Bei der zweiten Probe wurde die Reihenfolge der Farbstofflösungen
umgekehrt, sodass diese, als ”CV/mix“bezeichnete, Probe eine reine Kristall violettre-
gion und eine Mischregion aufweist (Abb. 6.18 b). Für beide Proben wurden zunächst
SEHRS- und SERS-Spektren an verschiedenen Stellen der beiden diskreten Regionen
(Malachitgrün- und Mischregion bzw. Kristallviolett- und Mischregion) gemessen. Die-
se Spektren dienen später, bei der Kartierung der Grenzregion, als Referenzspektren.
Die Grenze zwischen den beiden Regionen erstreckt sich über mehrere Millimeter, da
durch die Bewegung der Lösung bei der Probenpräparation die Benetzung der Probe in
der Nähe der Oberfläche der Flüssigkeit variiert. Um einerseits einen möglichst großen
Teil des Übergangs zu erfassen und andererseits eine möglichst gute Ortsauflösung
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Abb. 6.18: Schematische Darstellung der Herstellung und der in den SEHRS- und SERS-
Experimenten untersuchten Probenregionen der (a) MG/mix- und (b) CV/mix-Probe. Die Symbole,
die für die Referenzspektren angegeben sind, werden ebenso in Abb. 6.20 und Abb. 6.21 verwendet.
Abbildung nicht skaliert.
zu erzielen, wurden entlang einer etwa 2 mm langen Linie über die Grenze hinweg
mehrere kleine Bereiche zusammengesetzt, innerhalb derer die Abstände zwischen den
Messpunkten jeweils 20µm betragen (siehe Markierung der Grenzregionen in Abb. 6.18
bzw. Darstellung der Messpunkteraster in Abb. 6.20 a und Abb. 6.21 a).
Die Spektren aus der Malachitgrünregion der MG/mix-Probe (Abb. 6.19 a, e) und
aus der Kristallviolettregion der CV/mix-Probe (Abb. 6.19 d, h) unterscheiden sich
im wesentlichen in den gleichen Merkmalen wie die Spektren von Lösungen der bei-
den Farbstoffe (siehe Abb. 6.13 und S. 112 ff.). Ebenfalls wie bei den Spektren der
gemischten Lösung der Farbstoffe (Abb. 6.13) ist bei den Spektren aus den Mischre-
gionen ein größerer Einfluss von Kristallviolett als von Malachitgrün zu beobachten
(Abb. 6.19 b, c, f, g). Dies gilt für beide Proben, also unabhängig von der Reihenfolge,
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Abb. 6.19: (a-d) Exemplarische SEHRS- und (e-h) SERS-Spektren aus den jeweils zwei Regio-
nen der MG/mix- bzw. der CV/mix-Probe. Anregungswellenlänge: 1064 nm (a-d), 532 nm (e-h);
maximale Photonenflussdichte: 6 · 1028 Photonen cm−2 s−1 (a, b), 1 · 1028 Photonen cm−2 s−1 (c),
3 · 1028 Photonen cm−2 s−1 (d), 2 · 108 W cm−2 (e-h); Integrationszeit: 30 s (a-d), 1 s (e,f), 0,5 s (g, h).
in der die Farbstoffe auf die Proben aufgebracht wurden.
In den Spektren der CV/mix-Probe fallen eine Bande bei 1075 cm−1 in den SEHRS-
und SERS-Spektren und eine Bande bei 1013 cm−1 in den SEHRS-Spektren auf. Diese
beiden Banden treten in allen Spektren dieser Probe auf, aber in keinem der anderen
Spektren von Kristallviolett oder Malachitgrün und lassen sich anhand von Literatur-
daten keinem der beiden Farbstoffe zuordnen. Es muss sich also um eine Verunreinigung
oder um Signale von Citrat bzw. APTES, die als Stabilisator bzw. zur Bindung der
Nanopartikel an die Glasoberfläche verwendet wurden, handeln. Banden bei vergleich-
baren Positionen können in SERS-Spektren von Citrat auftreten, jedoch üblicherweise
im umgekehrten Intensitätsverhältnis.[67,199] Die Herkunft dieser beiden Banden kann
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somit nicht eindeutig geklärt werden. Da sie jedoch nicht mit den Signalen der Farb-
stoffe überlagern und sehr gleichmäßig in allen Spektren dieser Probe auftreten, sollten
sie die weitere Analyse nicht stören.
6.4.2 Multivariate Untersuchung verschiedener Einflüsse auf
die Klassifizierung
Die Klassifizierung der SEHRS- und SERS-Spektren aus den verschiedenen Regionen
der MG/mix- und der CV/mix-Probe mittels multivariater Analyse erfolgte im Hin-
blick auf die Erkenntnisse aus Abschnitt 6.3 basierend auf zwei verschiedenen Spektral-
bereichen: 380-1700 cm−1 und 380-1000 cm−1. Mit dem kleineren Spektralbereich wird
zudem ein Einfluss der beiden zusätzlichen Banden in den Spektren der CV/mix-Probe
ausgeschlossen.
Abb. 6.20 zeigt die Ergebnisse von Hauptkomponentenanalysen der SEHRS-Spek-
tren der MG/mix-Probe. Der verwendete Datensatz beinhaltet die Spektren, die in
den beiden diskreten Regionen, Malachitgrün- bzw. Mischregion (grüne ”+“bzw. graue
”x“in Abb. 6.20 b und 6.20 d), weit entfernt von der Grenze zwischen diesen beiden Re-
gionen, gemessen wurden, und die Spektren aus der Grenzregion. Das Messpunkteraster
in der Grenzregion wurde willkürlich unterteilt (verschiedene Farben und Symbole in
Abb. 6.20 a), um eine erste, grobe lokale Zuordnung der Punkte in den Auftragungen
der Scores (Abb. 6.20 b, d) zu den verschiedenen Orten auf der Probe zu ermöglichen.
Bei Verwendung des größeren Spektralbereichs ist eine eindeutige Trennung der
SEHRS-Spektren aus den beiden diskreten Regionen durch eine Kombination von ers-
ter und zweiter Hauptkomponente möglich (Abb. 6.20 b). Die zugehörigen Loadings
zeigen, dass die Banden bei 1587 cm−1 und 915 cm−1 für die Trennung wichtig sind
(Abb. 6.20 c). Die gleichen Banden treten auch bei der PCA von Spektren der Farb-
stofflösungen in den Loadings auf, allerdings jeweils nur entweder in der ersten oder in
der zweiten Hauptkomponente (Abb. 6.16 b), was dazu führt, dass die erste Hauptkom-
ponente lokale Variationen der immobilisierten Silberpartikel unterscheidet, während
die zweite Hauptkomponente die Spektren der beiden Farbstoffe unterscheidet (siehe
Abschnitt 6.3). Die Tatsache, dass bei der MG/mix-Probe beide Banden für die Varianz
in beiden Hauptkomponenten verantwortlich sind, zeigt, dass die intrinsischen lokalen
Unterschiede der immobilisierten Silbernanopartikel sich hierbei nicht so eindeutig von
den chemischen Unterschieden aufgrund der Verteilung der Analyten trennen lassen
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Abb. 6.20: (a) Darstellung des Messpunkterasters zur Untersuchung der Grenzregion der MG/mix-
Probe. Die Pfeile zeigen, auf welcher Seite der Grenze sich die diskrete Malachitgrün- (MG) bzw.
Mischregion (mix) befinden. (b) Scores und (c) Loadings der ersten beiden Hauptkomponenten (PC)
einer PCA der SEHRS-Spektren aus der Grenzregion in (a) und aus der Malachitgrün- und Mischre-
gion der MG/mix-Probe im Spektralbereich 380-1700 cm−1. (d) Scores und (e) Loadings der ersten
beiden PC einer PCA derselben Spektren wie in (b) und (c), aber unter Verwendung des Spektralbe-
reichs 380-1000 cm−1. In (c) und (e) sind die durch die jeweilige PC erklärten prozentualen Anteile
an der Gesamtvarianz des Datensatzes angegeben.
wie bei der Betrachtung der Spektren der Lösungen. Dies lässt sich dadurch erklären,
dass bei den Lösungen bezüglich der Farbstoffe nur drei unterschiedliche Fälle existie-
ren: reines Malachitgrün, reines Kristallviolett und eine Mischung im Verhältnis 1:1.
Bei der MG/mix-Probe hingegen können in der Mischregion theoretisch alle denkba-
ren Mischungsverhältnisse der beiden Farbstoffe mit beliebig kleiner Abstufung vor-
liegen, was dazu führt, dass die Spektren aus dieser Region keine homogene Gruppe
bilden. Außerdem gibt es aus der MG/mix-Probe naturgemäß keine reinen Kristallvio-
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lettspektren, sodass der Datensatz insgesamt weniger auf den Unterschieden zwischen
den beiden Farbstoffen basierende Varianz enthält als der in Abschnitt 6.3 betrach-
tete Datensatz. Dies verleiht den Unterschieden, die auf der Anordnung oder Ober-
flächenbeschaffenheit der Silberpartikel beruhen, mehr Gewicht. Bei Verwendung des
kleineren Spektralbereiches wird dieser Einfluss geringer, sodass die Varianz der Ban-
de bei 915 cm−1, wie bei den Spektren der Lösungen, in der ersten Hauptkomponente
repräsentiert ist (Abb. 6.20 e), was zu einer eindeutigen Trennung der Spektren aus
den beiden diskreten Regionen entlang dieser Hauptkomponente führt (Abb. 6.20 d).
Die Spektren aus der Grenzregion sind, unabhängig vom verwendeten Spektralbereich,
in den Auftragungen der Scores in der Nähe der Spektren der Mischregion zu finden
(Abb. 6.20 b, d). Allerdings ist, in Übereinstimmung mit der Erwartung aufgrund der
Probenpräparation, eine größere Ähnlichkeit der Spektren aus dem oberen Teil der
Grenzregion zu den Spektren der Malachitgrünregion beobachtbar (vgl. Abb. 6.20 a
und Abb. 6.20 b, d).
Die entsprechende Analyse der SEHRS-Spektren der CV/mix-Probe zeigt eben-
falls eine große Ähnlichkeit der Spektren der Grenz- und Mischregionen dieser Probe
(Abb. 6.21 b, d), wobei eine der erwarteten Analytverteilung entsprechende Tendenz
in der Verteilung der Scores der Spektren aus der Grenzregion zu beobachten ist (vgl.
Abb. 6.21 a und Abb. 6.21 b, d). Die Unterscheidung der Spektren aus den beiden dis-
kreten Regionen der CV/mix-Probe (Kristallviolettregion bzw. Mischregion) erfolgt für
beide Spektralbereiche ausschließlich entlang der ersten Hauptkomponente. Der Ver-
gleich der Loadings (Abb. 6.21 c, e) zeigt jedoch, dass die Unterscheidung der Spektren,
abhängig vom verwendeten Spektralbereich, verschiedene Ursachen hat.
Bei Verwendung des großen Spektralbereichs ist die größte Varianz in der Bande
bei 1585 cm−1 zu finden (Abb. 6.21 c), bei Verwendung des kleinen Spektralbereiches
jedoch in der Bande bei 915 cm−1 (Abb. 6.21 e). Die Varianz in der Bande bei 1585 cm−1
wurde bei den Spektren von Lösungen der Farbstoffe eher mit Unterschieden der im-
mobilisierten Nanopartikel an sich in Verbindung gebracht als mit Unterschieden auf-
grund der beiden Farbstoffe (siehe Abschnitt 6.3). Diese Vermutung wird nun dadurch
bestätigt, dass bei der CV/mix-Probe in den Spektren aus der Kristallviolettregion
für alle Banden größere Intensitäten beobachtet wurden als in der Mischregion. Diese
verschiedenen Gesamtintensitäten der Spektren deuten auf quantitative Unterschie-
de in der Verstärkung der Hyper-Raman-Streuung durch die Nanopartikel hin. Diese
muss ebenso wie die mit Hilfe der PCA identifizierten qualitativen Unterschiede der
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Abb. 6.21: (a) Darstellung des Messpunkterasters zur Untersuchung der Grenzregion der CV/mix-
Probe. Die Pfeile zeigen, auf welcher Seite der Grenze sich die diskrete Kristallviolett- (CV) bzw.
Mischregion (mix) befinden. (b) Scores und (c) Loadings der ersten beiden Hauptkomponenten (PC)
einer PCA der SEHRS-Spektren aus der Grenzregion in (a) und aus der Kristallviolett- und Misch-
region der CV/mix-Probe im Spektralbereich 380-1700 cm−1. (d) Scores und (e) Loadings der ersten
beiden PC einer PCA derselben Spektren wie in (b) und (c), aber unter Verwendung des Spektralbe-
reichs 380-1000 cm−1. In (c) und (e) sind die durch die jeweilige PC erklärten prozentualen Anteile
an der Gesamtvarianz des Datensatzes angegeben.
Spektren durch Abweichungen zwischen den beiden Regionen in der Anordnung der
Nanopartikel auf der Oberfläche oder in ihrer Wechselwirkung mit den Farbstoffen be-
dingt sein. Das Auftreten der Bande bei 915 cm−1 in den Loadings (Abb. 6.21 c) zeigt,
dass dennoch ein Einfluss der Farbstoffverteilung auf die Spektren vorhanden ist, der
bei Verwendung des kleineren Spektralbereichs in der PCA ein größeres Gewicht erhält
(Abb. 6.21 e). Es sollte an dieser Stelle beachtet werden, dass diese erfolgreiche Un-
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Abb. 6.22: (a) Scores und (b) Loadings der ersten beiden Hauptkomponenten einer PCA der SERS-
Spektren, die parallel zu den in Abb. 6.20 untersuchten SEHRS-Spektren von der MG/mix-Probe
gemessen wurden. (c-d) Analoge Daten für die CV/mix-Probe.
Farbstoffe nicht selbstverständlich ist, da Kristallviolett die Spektren seiner Mischung
mit Malachitgrün dominiert (wie in Abb. 6.19 bzw. in Abb. 6.13 und Abb. 6.16 gezeigt)
und somit die erwarteten Unterschiede zwischen Spektren der Kristallviolett- und der
Mischregion sehr gering sind.
SERS-Spektren der MG/mix- und der CV/mix-Probe wurden quasisimultan mit
den SEHRS-Spektren ungefähr an den gleichen Orten auf den Proben gemessen und
ebenfalls mittels PCA untersucht. Da sich die Ergebnisse der PCA bei der Verwen-
dung der beiden unterschiedlichen Spektralbereiche im Gegensatz zu den SEHRS-
Datensätzen nicht wesentlich ändern und weil die SERS-Spektren der beiden Farbstof-
fe deutliche Unterschiede in mehreren Banden, die über den gesamten Spektralbereich
verteilt sind, aufweisen, werden hier nur die Ergebnisse der PCA für den großen Spek-
tralbereich diskutiert. Darin ist grundsätzlich eine eindeutige Trennung der Spektren
aus der jeweiligen Mischregion von denjenigen aus der Malachitgrünregion (Abb. 6.22 a)
bzw. Kristallviolettregion (Abb. 6.22 c) entlang der ersten Hauptkomponente erkenn-
bar. Auch die Aufspaltung der Spektren aus den Grenzregionen entsprechend der er-
warteten Analytverteilung auf der Probe ist für die SERS-Daten (Abb. 6.22 a, c) ebenso
sichtbar wie für die SEHRS-Daten. Die größte Varianz im SERS-Datensatz besteht für
die MG/mix-Probe in der Bande bei 915 cm−1 (Abb. 6.22 b). Bei der CV/mix-Probe
ist diese Bande ebenfalls ein unterscheidendes Merkmal, ergänzt durch die Banden bei
1621 cm−1 und 1585 cm−1 (Abb. 6.22 d).
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Die bis hierher diskutierten Untersuchungen der SEHRS- und SERS-Spektren der
MG/mix- und der CV/mix-Probe zeigen, dass ortsabhängige Unterschiede in den Spek-
tren sowohl aufgrund der Verteilung der Farbstoffe als auch aufgrund der Nanopartikel-
anordnung und der Silber-Molekül-Wechselwirkungen entstehen. Um herauszufinden,
welcher dieser beiden Einflüsse größer ist, wurden für eine weitere Untersuchung die
Spektren beider Proben sowie einer zusätzlichen Probe in einem Datensatz zusammen-
gefasst. Für die zusätzliche Probe (im Folgenden als ”mix-Probe“ bezeichnet) wurde
ein Glasplättchen mit immobilisierten Silbernanopartikeln in eine Lösung getaucht,
die Kristallviolett und Malachitgrün im Verhältnis 1:1 enthielt, sodass die resultieren-
de Probe den Mischregionen der MG/mix- und CV/mix-Proben entsprechen sollte. Um
festzustellen, wieviel Heterogenität innerhalb einer Probe auch ohne unterschiedliche
Analyteinflüsse entsteht, wurden von der mix-Probe SEHRS- und SERS-Spektren in
drei willkürlich gewählten, mehrere Millimeter voneinander entfernten Regionen ge-
messen.
Bei den Hauptkomponentenanalysen der SEHRS-Spektren der mix-Probe zusam-
men mit der MG/mix- und der CV/mix-Probe bilden die Spektren aus allen drei Re-
gionen der mix-Probe eine Gruppe, während die Spektren der MG/mix- und CV/mix-
Probe sich nach wie vor nach den Regionen aufteilen, und zwar entlang der ersten
Hauptkomponente (Abb. 6.23 a). Die wichtigsten Banden für diese Unterscheidung
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Abb. 6.23: (a) Scores und (b) Loadings der ersten beiden Hauptkomponenten (PC) der PCA der




Bedeutung für die Unterscheidung der unterschiedlichen Regionen auch schon bei der
Untersuchung der MG/mix-Probe (Abb. 6.20) und der CV/mix-Probe (Abb. 6.21) fest-
gestellt wurde. Entlang der zweiten Hauptkomponente ist ansatzweise eine Trennung
der drei unterschiedlichen Proben zu erkennen (Abb. 6.23 a). Insbesondere die Spektren
der CV/mix-Probe sind entlang der zweiten Hauptkomponente von den Spektren der
beiden anderen Proben getrennt, was auch anhand der Loadings dieser Hauptkompo-
nente erkannt werden kann, die eine kleine Bande bei 1075 cm−1 aufweisen (Abb. 6.23 b,
unten), wo die Spektren der CV/mix-Probe eine zusätzliche Bande haben, die keinem
der beiden Farbstoffe zugeordnet werden kann (Abb. 6.19).
Für die SERS-Spektren ist das Ergebnis der PCA ähnlich: Durch eine Kombina-
tion von erster und zweiter Hauptkomponente lässt sich eine gedachte Linie bilden
von Spektren der Malachitgrünregion der MG/mix-Probe über die Spektren der mix-
Probe und der Mischregionen zu den Spektren der Kristallviolettregion der CV/mix-
Probe (Abb. 6.23 c). Die Loadings dieser beiden Hauptkomponenten (Abb. 6.23 d) sind
ähnlich wie im Fall der SEHRS-Spektren.
Auffällig ist, dass die Spektren aus der Mischregion der CV/mix-Probe, sowohl für
den SEHRS- als auch für den SERS-Datensatz, zwar eindeutig von den Spektren der
Kristallviolettregion derselben Probe getrennt sind, aber nicht in der Gruppe der Spek-
tren aller anderen Mischregionen zu finden sind, sondern in Richtung der Spektren der
Malachitgrünregion verschoben sind (Abb. 6.23 a, c). Dies kann ein Hinweis darauf sein,
dass die Reihenfolge, in der die Proben bei der Präparation in die verschiedenen Farb-
stofflösungen eingetaucht werden, einen Einfluss auf das Mengenverhältnis der beiden
Farbstoffe in der Mischregion hat. Für die Spektren von Lösungen der beiden Farbstoffe
wurde festgestellt, dass Kristallviolett in einer äquimolaren Mischung einen größeren
Einfluss auf die SEHRS- und SERS-Spektren hat als Malachitgrün (Abb. 6.16). In
Übereinstimmung damit sind die Spektren der mix-Probe, auf die beide Farbstoffe zeit-
gleich aufgebracht wurden, und die Spektren aus der Mischregion der MG/mix-Probe,
bei der Kristallviolett als zweiter Analyt aufgebracht wurde, bei Betrachtung der ers-
ten Hauptkomponente näher an den Spektren der Kristallviolettregion als an denen
der Malachitgrünregion (Abb. 6.23 a, c). Bei der Mischregion der CV/mix-Probe wurde
Kristallviolett hingegen als erster Analyt aufgebracht, sodass teilweise eine Desorption
und ein Austausch des Kristallvioletts durch die nachfolgende Malachitgrünlösung er-
folgt sein kann, womit die anhand der Scores beobachtete Ähnlichkeit zu den Spektren
der Malachitgrünregion der MG/mix-Probe (Abb. 6.23 a, c) erklärt werden kann.
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Diese Beobachtungen bezüglich der Mischregionen und die Tatsache, dass die Unter-
scheidung von Malachitgrün- und Kristallviolettregion entlang der ersten Hauptkom-
ponente erfolgt (Abb. 6.23 a), zeigen, dass grundsätzlich der Einfluss der Verteilung der
Farbstoffe auf die Varianz der SEHRS-Spektren größer ist als der Einfluss der Hete-
rogenität der Silbernanopartikeloberfläche innerhalb einer Probe bzw. der Unterschied
zwischen zwei Proben. Dies wird auch deutlich anhand der hierarchischen Clusterana-
lyse eines noch größeren Datensatzes, in dem die in Abb. 6.23 untersuchten SEHRS-
Spektren mit den SEHRS-Spektren von weiteren, ähnlich wie die MG/mix- und die
CV/mix-Probe hergestellten Proben, und mit den SEHRS-Spektren von Lösungen der
beiden Farbstoffe zusammengefasst sind (Abb. 6.24). In dieser Clusteranalyse bilden
die Spektren aus Regionen und Lösungen, die nur einen der beiden Farbstoffe enthalten,
zwei separate Cluster (Abb. 6.24). Spektren von gemischten Lösungen und Regionen
mit beiden Farbstoffen sind auf diese beiden Cluster verteilt, wobei die Mehrzahl der
Mischungsspektren eine größere Ähnlichkeit zu Kristallviolettspektren hat und daher
mit diesen einen gemeinsamen Cluster bildet (Abb. 6.24).
Die PCA desselben Datensatzes wie in Abb. 6.24 unter Verwendung des großen
Spektralbereichs zeigt ebenfalls, dass die Spektren der Kristallviolettregionen und -lö-
sungen bzw. die Spektren der Malachitgrünregionen und -lösungen jeweils eine ge-
meinsame Gruppe bilden und die Spektren der Mischungen hauptsächlich in der Nähe
derjenigen von Kristallviolett zu finden sind (Abb. 6.25 a). Die Trennung der beiden
Farbstoffe findet jedoch in diesem Fall entlang der zweiten Hauptkomponente statt
(Abb. 6.25 a), wobei die Loadings, wie bei der Betrachtung der einzelnen Proben, auf
eine starke Varianz in der Bande bei 915 cm−1 hindeuten (Abb. 6.25 b). Die zweite
Hauptkomponente erklärt 15,3 % der Gesamtvarianz des Datensatzes, was darauf hin-
deutet, dass die Unterschiede zwischen den Spektren der beiden verschiedenen Farb-
stoffe in diesem Fall eine untergeordnete Rolle für die Gesamtvarianz spielen. Zudem
sind die Gruppen, die durch die beiden Farbstoffe gebildet werden, relativ breit ge-
streut und teilweise ist eine Trennung der unterschiedlichen Proben innerhalb einer
Gruppe zu erkennen (Abb. 6.25 a). Verwendet man jedoch auch für die PCA dieses
Datensatzes den kleineren Spektralbereich, wie in der HCA in Abb. 6.24, ist ein deut-
licher Einfluss der Unterschiede zwischen Kristallviolett- und Malchitgrünspektren in
der ersten Hauptkomponente zu erkennen (Abb. 6.25 c). Mit 46,2 % der Varianz des
Datensatzes, die durch diese Hauptkomponente erklärt werden, hat der durch die bei-
den Farbstoffe verursachte Unterschied hier ein deutlich größeres Gewicht als bei der
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Abb. 6.24: Ergebnis einer hierarchischen Clusteranalyse der SEHRS-Spektren aus den Malachitgrün-,
Kristallviolett- und Mischregionen der MG/mix-, CV/mix-, mix- und weiteren, ähnlich hergestellten
Proben, sowie der SEHRS-Spektren von Lösungen der beiden Farbstoffe und ihrer Mischung. Verwen-
deter Spektralbereich: 380-1000 cm−1.
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Abb. 6.25: (a) Scores und (b) Loadings der ersten beiden Hauptkomponenten einer PCA der SEHRS-
Spektren aus den unterschiedlichen Regionen der MG/mix-, CV/mix-, mix- und weiterer, ähnlich
hergestellter Proben, sowie der SEHRS-Spektren von Lösungen der beiden Farbstoffe und ihrer Mi-
schung, Spektralbereich 380-1700 cm−1. (c, d) Ergebnisse der PCA des gleichen Datensatzes unter
Verwendung des Spektralbereichs 380-1000 cm−1.
Verwendung des größeren Spektralbereichs.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass der Einfluss der strukturellen Unter-
schiede zwischen den beiden chemisch sehr ähnlichen Farbstoffen Malachitgrün und
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Kristallviolett auf SEHRS-Spektren mit Hilfe von multivariaten Analysen eindeutig
erkennbar ist. Dies ist auch bei Anwesenheit weiterer Einflüsse, wie der Anordnung
und Oberflächenbeschaffenheit der immobilisierten Nanopartikel sowie der unterschied-
lichen Wechselwirkung der Analytmoleküle mit der Silberoberfläche, möglich. Durch
die Auswahl des Spektralbereiches, der in der PCA untersucht wird, und durch die
Auswahl der Hauptkomponente, die betrachtet wird, kann zwischen den verschiede-
nen Einflüssen unterschieden werden. Dadurch ist es auch möglich, gezielt entweder
ausschließlich die strukturellen Unterschiede der Analyten oder ausschließlich die Un-
terschiede in den Metall-Molekül-Wechselwirkungen zu betrachten.
6.4.3 Kartierung
Am Beispiel der MG/mix-Probe (Abb. 6.20) und der CV/mix-Probe (Abb. 6.21) konn-
te gezeigt werden, dass insbesondere innerhalb einer Probe chemisch verschiedene Re-
gionen anhand ihrer SEHRS- und SERS-Spektren voneinander unterschieden werden
können. Diese Erkenntnisse werden im Folgenden für die Bildgebung genutzt. Dazu
werden für die SEHRS- bzw. SERS-Spektren beider Proben und mit beiden unter-
suchten Spektralbereichen jeweils die Scores der ersten Hauptkomponente betrachtet.
Anhand der Scores der Spektren aus den jeweils zwei Regionen (Malachitgrün- und
Mischregion bzw. Kristallviolett- und Mischregion) werden die Spektren, die an der
Grenze zwischen diesen beiden Regionen aufgenommen wurden, in jeweils drei Grup-
pen unterteilt:
1. Spektren, die eindeutig der reinen Malachitgrün- bzw. Kristallviolettregion zu-
geordnet werden können, weil ihre Scores in einem Wertebereich liegen, der an-
sonsten nur Spektren dieser reinen Region enthält.
2. Spektren, die eindeutig der Mischregion zugeordnet werden können, weil ihre
Scores in einem Wertebereich liegen, der ansonsten nur Spektren der Mischregion
enthält.
3. Spektren, deren Scores Werte zwischen denen der beiden ersten Gruppen haben.
Diese Spektren repräsentieren ebenfalls eine Mischung der beiden Farbstoffe, je-
doch sind ihre Spektren denen der auf der jeweiligen Probe vorhandenen reinen
Region ähnlicher als die unter 2. zusammengefassten Spektren.
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Die resultierenden hyperspektralen Karten der untersuchten Grenzregionen zeigen
für beide Proben sowohl für die SEHRS-Spektren als auch für die SERS-Spektren
in beiden Spektralbereichen Verteilungen der Farbstoffe, die der Erwartung aufgrund
der Probenpräparation entsprechen (Abb. 6.26). Für die MG/mix-Probe enthalten die
oberen Teile der Karten hauptsächlich Punkte, die der reinen Malachitgrünregion zuge-
ordnet werden können (grüne Punkte) oder deren Scores zwischen denen der Malachit-
grün- und der Mischregion liegen (blaue Punkte), während in den unteren Teilen (von
y = 24,5 mm bis ca. 25,0 mm) die meisten Punkte eindeutig der Mischregion zugeord-
net werden können (Abb. 6.26 a-d). Die Karten der CV/mix-Probe zeigen insgesamt
hauptsächlich Punkte, die eindeutig der Mischregion zugeordnet werden (graue Punk-
te), allerdings gibt es auch bei dieser Probe in der jeweils oberen Hälfte der Karten
kleine Bereiche, deren Scores zwischen denen der Mischregion und denen der Kristall-
violettregion liegen (blaue Punkte, Abb. 6.26 e-h). Bei den SEHRS-Spektren können
in diesen Bereichen auch einige Spektren als reine Kristallviolettspektren klassifiziert
werden (rote Punkte, Abb. 6.26 e, g).
Die Kartierung anhand der unterschiedlichen Spektrentypen (SEHRS bzw. SERS)
und Spektralbereiche stimmt grundsätzlich untereinander und auch mit der aufgrund
der Probenpräparation erwarteten Verteilung der Farbstoffe überein. Einzelne Punkte
werden jedoch in den SEHRS-Karten und den SERS-Karten der identischen Proben-
ausschnitte unterschiedlich klassifiziert. Dies zeigt das große Potential der Kombination
von SEHRS- und SERS-Mikroskopie, komplementäre Informationen für die Bildgebung
zu liefern. Die hier an Modellsystemen gezeigte Methodik kann in Zukunft auch auf
andere Fragestellungen mit größerer praktischer Relevanz hinsichtlich der mikroskopi-
schen Verteilung verschiedener Komponenten übertragen werden. Dazu müssten jeweils
passende Referenzspektren in die Analyse der SEHRS- und SERS-Spektren der zu un-
tersuchenden Proben einbezogen werden. Dann kann eine Klassifizierung der Spektren
analog zu der hier durchgeführten willkürlichen Einteilung der Spektren der Grenzre-
gionen in Gruppen anhand des Vergleichs mit Spektren, die weit entfernt von der Gren-
ze in diskreten Regionen gemessen wurden, erfolgen. Für eine bessere Automatisierung
der Klassifizierung verschiedener Gruppen kommt auch die Anwendung multivaria-
ter Regressionsverfahren in Betracht, die auf Raman- und SERS-Datensätze bereits
erfolgreich angewandt wurden.[211,212] Bei diesen wird, basierend auf den Referenzspek-
tren, zunächst ein Modell konstruiert und im Anschluss werden die zu klassifizierenden
Spektren anhand ihres Verhaltens zu diesem Modell untersucht.[141,211]
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Abb. 6.26: Hyperspektrale Karten der untersuchten Grenzregionen (a-d) der MG/mix- und (e-h) der
CV/mix-Probe. Die Farbgebung basiert auf den Scorewerten der ersten Hauptkomponente der PCA
der SEHRS- (a, c, e, g) bzw. SERS-Spektren (b, d, f, h) der jeweiligen Probe. Untersucht wurden die
Spektralbereiche von 380-1700 cm−1 (a, b, e, f) und von 380-1000 cm−1 (c, d, g, h). Auf der linken Seite




Einflüsse auf die Verstärkung im
SEHRS- und SERS-Experiment
SEHRS und SERS in kolloidalen Lösungen sind komplexe Prozesse, die durch eine Viel-
zahl von Faktoren beeinflusst werden. Insbesondere wird das Ausmaß der Verstärkung
durch die Anzahl der Moleküle, die tatsächlich eine Wechselwirkung mit der Me-
talloberfläche eingehen und damit zum Signal beitragen können, entschieden. Einen
Einfluss darauf haben z. B. die durch Konzentration und Größe der Nanopartikel be-
stimmte verfügbare Metalloberfläche oder die durch chemische Wechselwirkungen fest-
gelegte Adsorptionsgeometrie. In diesem Kapitel werden diese Einflüsse durch eine
übergreifende Diskussion der Beobachtungen aus den Experimenten mit pMBA (Ka-
pitel 4) und Carotin (Kapitel 5) näher untersucht.
7.1 Elektromagnetische Verstärkung
Die theoretisch zu erwartende elektromagnetische Verstärkung in einem SEHRS- oder
SERS-Experiment kann anhand der Extinktionsspektren der Silbernanostrukturen ab-
geschätzt werden.[72,88] Durch den Vergleich mit den in Raman-Experimenten erhal-
tenen Verstärkungsfaktoren lassen sich daraus Informationen über die Anteile von
elektromagnetischer und chemischer Verstärkung an der Gesamtverstärkung erhal-
ten.[88] Dies soll im Folgenden anhand der bei 1064 nm angeregten SEHRS- und SERS-
Spektren von pMBA (Abb. 4.3 bzw. Abb. 4.7) und 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphe-
nyl)-β-carotin (Abb. 5.10) gezeigt werden. Untersucht werden die Ringatemschwin-
gungsbande von pMBA bei 1069 cm−1 (SEHRS) bzw. 1075 cm−1 (SERS) als Beispiel
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für nicht-resonante Anregung und die C-C-Streckschwingungsbande von 7’-Apo-7’-(4-
mercaptomethylphenyl)-β-carotin bei 1155 cm−1 als ein Beispiel für resonante SEHRS-
und nicht-resonante SERS-Anregung. Da hier der Vergleich von SEHRS und SERS dis-
kutiert werden soll und für die Abschätzungen der Verstärkungsfaktoren eine Reihe von
Annahmen getroffen werden müssen, werden jeweils die Verhältnisse der Verstärkungs-
faktoren im SERS- und SEHRS-Experiment betrachtet.
Das Verhältnis der Verstärkungsfaktoren EFSERS und EFSEHRS im SERS- bzw.
SEHRS-Experiment lässt sich anhand von Gl. 7.1 aus Raman-Experimenten ermitteln.









Dabei müssen für die Intensitäten der untersuchten Banden in den SERS- und
SEHRS-Spektren, ISERS und ISEHRS, die unterschiedlichen Detektorempfindlichkeiten
und -quantenausbeuten1 und die unterschiedlichen Integrationszeiten berücksichtigt
werden. Für die Intensitäten in den Spektren des Carotinthiols müssen zusätzlich
die unterschiedlichen Carotinthiolkonzentrationen im SEHRS- und SERS-Experiment
berücksichtigt werden. Das Verhältnis der nicht-oberflächenverstärkten Hyper-Raman-
und Raman-Intensitäten, IHRS und IRS, ist für pMBA nicht aus den vorliegenden
Daten ermittelbar, es kann jedoch in Anlehnung an andere Experimente bei nicht-
resonanter Anregung und vergleichbarer Anregungsintensität als 5 · 10−6 angenom-
men werden.[213] Für das Carotinthiol, bei dem ein Resonanzverstärkungsbeitrag in
den Hyper-Raman-Spektren enthalten ist, wurde das Verhältnis IHRS zu IRS aus den
Spektren des festen Carotinthiols (Abb. 5.7 a-b) ermittelt. Dabei wurden, ebenso wie
für die SEHRS- und SERS-Intensitäten, die unterschiedlichen Integrationszeiten und
Detektorempfindlichkeiten berücksichtigt. Die Anregungsintensitäten für die SEHRS-
und Hyper-Raman-Spektren bzw. für die SERS- und Raman-Spektren unterschieden
sich um etwa eine Zehnerpotenz. Da IHRS quadratisch und IRS linear von der Anre-
gungsintensität abhängen, wurde somit das Verhältnis von IHRS zu IRS insgesamt mit
einem Faktor von 10 multipliziert.
1Laut Herstellerangaben werden bei der Detektion im CCD-Detektor (SEHRS) 1 Photon und bei
der Detektion im InGaAs-Detektor (SERS) 75 Photonen als 1 count gemessen. Die Quantenausbeuten
sind 91 % bei 532 nm (SEHRS) und 89 % bei 1064 nm (SERS). Daher wurden hier die Verhältnisse
von ISERS zu ISEHRS mit einem Faktor von 73 multipliziert.
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Das Verhältnis der theoretisch zu erwartenden elektromagnetischen Verstärkungen
bei SERS und SEHRS, GSERS und GSEHRS, wurde unter Berücksichtigung von Gl. 2.3
und Gl. 2.4 (S. 22) aus den anhand der Extinktionsspektren zu erwartenden Feldver-
stärkungsfaktoren bei den Wellenzahlen der jeweiligen Anregungs- und Streustrahlung
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· A(ν̄0)2 A(ν̄SEHRS) (7.3)
Dabei sind ν̄0 die Wellenzahl der Anregungsstrahlung, ν̄SERS = ν̄0 − ν̄M die Wel-
lenzahl der SERS-Bande der Molekülschwingung ν̄M und ν̄SEHRS = 2 · ν̄0 − ν̄M die
Wellenzahl der SEHRS-Bande (alle Wellenzahlen in cm−1). Die komplexwertigen re-
lativen Permittivitäten von Silber bei den Wellenzahlen von Anregungs-, SERS-, und
SEHRS-Strahlung, ϵ(ν̄0) = ϵ′(ν̄0) + i ϵ′′(ν̄0), ϵ(ν̄SERS) = ϵ′(ν̄SERS) + i ϵ′′(ν̄SERS) und
ϵ(ν̄SEHRS) = ϵ′(ν̄SEHRS) + i ϵ′′(ν̄SEHRS) wurden durch lineare Interpolation der Daten
von Johnson und Christy[214] erhalten. Die Extinktionen bei Anregungs- und SEHRS-
Wellenzahlen, A(ν̄0) und A(ν̄SEHRS), konnten direkt aus den Extinktionsspektren in
Abb. 4.2 und Abb. 5.2 erhalten werden. Die SERS-Wellenzahlen entsprechen Wel-
lenlängen von 1201 nm (pMBA) bzw. 1213 nm (Carotinthiol), außerhalb des gemes-
senen Spektralbereichs in den Extinktinosspektren. Da die Extinktion sich am Ende
des gemessenen Spektralbereichs, bei 1200 nm, jedoch nur noch unwesentlich ändert,
kann näherungsweise A(ν̄SERS) ≈ A(1200 nm) angenommen werden. Der Volumenan-
teil an Silber q bei der Extinktionsmessung lässt sich unter der Annahme sphärischer
Nanopartikel aus dem mittleren Partikeldurchmesser und der Partikelkonzentration
ermitteln.
Das Verhältnis der SERS-Verstärkung zur SEHRS-Verstärkung liegt bei Ermittlung
der Werte sowohl aus den Raman-Experimenten, die elektromagnetische und chemi-
sche Verstärkung repräsentieren, als auch aus den Extinktionsspektren, die nur die
elektromagnetische Verstärkung repräsentieren, bei ca. 10−4 (Tabelle 7.1). Dies gilt
sowohl für pMBA mit zwei verschiedenen Sorten von Silbernanopartikeln als auch un-
gefähr für 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin. Die Ähnlichkeit der Werte
aus den Raman-Spektren und den Extinktionsspektren der jeweiligen Proben zeigt,
dass die Unterschiede zwischen den absoluten Verstärkungen in SEHRS und SERS
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Tabelle 7.1: Verhältnisse der Verstärkungsfaktoren bei SERS und SEHRS, ermittelt aus den Raman-
Experimenten mit Anregung bei 1064 nm, und Verhältnisse der theoretischen elektromagnetischen
Verstärkung bei SERS und SEHRS, ermittelt aus den Extinktionsspektren nach [72] und [88], für
pMBA bei pH 7 und für 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin.
Ag (Citrat) Ag (Hydroxylamin)
pMBA pMBA Carotinthiol
aus Raman-Spektren
ISERS/ISEHRS 2 · 102 2 · 102 4
IHRS / IRS 5 · 10−6[213] 5 · 10−6[213] 7 · 10−4
EFSERS / EFSEHRS 8 · 10−4 8 · 10−4 3 · 10−3
aus Extinktionsspektren
Partikeldurchmesser [nm] 131 ± 29 42 ± 15 42 ± 15
Partikelkonzentration [L−1] 8 · 1011 4 · 1013 4 · 1013
Ag Volumenanteil q 1 · 10−6 1 · 10−6 1 · 10−6
GSERS / GSEHRS 1 · 10−4 4 · 10−4 2 · 10−4
hauptsächlich auf Unterschieden in der elektromagnetischen Verstärkung beruhen. Che-
mische Verstärkungseffekte haben dahingegen sowohl für pMBA, die kovalent an die Sil-
beroberfläche bindet, als auch für das weniger fest gebundene Carotinthiol einen ähnlich
großen Einfluss auf SEHRS und SERS. Eine exakte Berücksichtigung der Resonanz-
verstärkungsbeiträge in den oberflächenverstärkten und nicht-oberflächenverstärkten
Spektren des Carotinthiols ist nicht möglich. Jedoch könnte das im Vergleich zu pMBA
etwas größere Verhältnis von EFSERS zu EFSEHRS für das Carotinthiol darauf hindeu-
ten, dass im SEHRS-Experiment eine Überlagerung der Plasmonen des Silbers mit dem
elektronischen Übergang im Carotin zu einer Verringerung von Oberflächen- und/oder
Resonanzverstärkung führt. Ein solcher Effekt wurde für resonante SERS-Spektren
anderer chemischer Verbindungen bereits theoretisch und experimentell gezeigt[30–32]
und wurde für die SEHRS-Spektren von Carotin in Kapitel 5 anhand der relativen
Bandenintensitäten diskutiert.
7.2 Salze und Nanopartikelkonzentration
SERS bei Anregung im sichtbaren Bereich ist, abgesehen von wenigen Ausnahmen
(siehe Abschnitt 7.4), relativ robust gegenüber der Art und Konzentration der ver-
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wendeten Nanopartikel (vgl. z. B. Abb. 5.3 und 5.6 b, in denen sich die Nanopartikel-
konzentration um einen Faktor von 10 unterscheidet, oder Abb. 4.4 für verschiedene
Arten von Nanopartikeln). Ebenso führt die Aggregation der Nanopartikel durch Salze,
die der kolloidalen Nanopartikellösung zugegeben werden, zwar teilweise zu erheblich
größeren Verstärkungsfaktoren, in vielen Fällen ist bei Anregung im sichtbaren Spek-
tralbereich aber ein SERS-Experiment grundsätzlich auch ohne Aggregation der Na-
nopartikel möglich. Dahingegen sind bei Anregung mit 1064 nm, also weit entfernt von
der optisch detektierbaren Plasmonenresonanz der Silbernanopartikel, sowohl die Art
und Konzentration der zugegebenen Salze als auch die Konzentration der Nanopartikel
selbst kritische Einflussfaktoren. Sie bestimmen die Art der Aggregate, die von den
Nanopartikeln gebildet werden, und damit auch die Wechselwirkungen der Plasmo-
nen. Daher können Salz- und Nanopartikelkonzentration ausschlaggebend dafür sein,
ob in einem im nahen Infrarot angeregten SEHRS- oder SERS-Experiment überhaupt
Signale des untersuchten Analyten erhalten werden. Da bei der Wechselwirkung der
Nanopartikel untereinander aber auch chemische Effekte eine große Rolle spielen, sind
die optimale Salz- und Nanopartikelkonzentration auch von den untersuchten Analy-
ten abhängig und müssen für jedes Experiment angepasst werden. Diese Punkte sollen
im Folgenden anhand von Beispielen aus den in den Kapiteln 4 und 5 beschriebenen
Experimenten veranschaulicht werden.
Für alle SEHRS- und SERS-Experimente bei Anregung mit 1064 nm, die in dieser
Arbeit diskutiert werden, wurden die kolloidalen Silbernanopartikel mit Hilfe von Sal-
zen aggregiert, da ohne Salze bei dieser Anregungswellenlänge keine Signale der unter-
suchten Analyten erhalten werden konnten. Die Art der Salze ist jedoch unterschiedlich:
Für Messungen von pMBA, die relativ stark an die Silberoberfläche bindet, wurde Na-
triumchlorid verwendet, während für die Messung der Carotine, die aufgrund der langen
unpolaren Kette eine schwächere Wechselwirkung mit den Silbernanopartikeln einge-
hen, Magnesiumsulfat verwendet wurde. Diese beiden Salze wirken sich aufgrund der
unterschiedlichen Ionenladungen[180] unterschiedlich auf die Nanopartikel aus, da die
divalenten Magnesiumkationen die negative Oberflächenladung der Silbernanopartikel
effektiver abschirmen und somit leichter eine Aggregation der Nanopartikel hervorrufen
können.[181] Zwar führen beide Salze zur Aggregation der Nanopartikel und Messun-
gen der dynamischen Lichtstreuung der entsprechenden Lösungen deuten tendenziell
auf vergleichbare mittlere hydrodynamische Durchmesser der Aggregate zwischen 100
und 300 nm hin. Neben der Größe der Aggregate spielt vor allem ihre Morphologie,
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Kapitel 7 - Einflüsse auf die Verstärkung im SEHRS- und SERS-Experiment












 Ag Nanopartikel ohne Salz
 Ag Nanopartikel + NaCl
 Ag Nanopartikel + MgSO4
Abb. 7.1: Extinktionsspektren von durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellten Silbernanopar-
tikeln ohne Salze und mit 9 · 10−3 mol L−1 NaCl bzw. MgSO4. Konzentration der Silbernanopartikel:
6 · 10−11 mol L−1.
insbesondere die Abstände zwischen den einzelnen Nanopartikeln, eine Rolle, sodass
sich die plasmonischen Eigenschaften der Aggregate deutlich unterscheiden. So sind in
den Extinktionsspektren der Silbernanopartikel in Gegenwart von MgSO4 eine gerin-
gere Intensität des Extinktionsmaximums und eine höhere Intensität der erweiterten
Plasmonenbande zu beobachten als in Gegenwart von NaCl (Abb. 7.1). Es ist also da-
von auszugehen, dass MgSO4 eine vermehrte Aggregation der Nanopartikel hervorruft
als NaCl und damit günstigere plasmonische Bedingungen ermöglicht. Ein wesentli-
cher Einfluss ergibt sich außerdem dadurch, dass die Sulfationen weniger stark an die
Silberoberfläche binden als die Chloridionen und somit leichter durch Analytmoleküle
ausgetauscht werden können.[215] Vermutlich erklären diese beiden Effekte, dass MgSO4
die Detektion von SEHRS- und SERS-Signalen von Carotin bei Anregung mit 1064 nm
ermöglicht, NaCl aber nicht.
Ein weiterer Parameter, der insbesondere bei Verwendung von MgSO4 für die Ag-
gregation der Silbernanopartikel die SEHRS-Spektren beeinflusst, ist die Konzentration
der Nanopartikel selbst. Werden durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellte Sil-
bernanopartikel direkt in der Konzentration eingesetzt, die aus der Syntheseprozedur
entsteht, und mit MgSO4 aggregiert, so ist im SEHRS-Spektrum ein intensiver Un-
tergrund zu beobachten (Abb. 7.2 a), der vermutlich auf Streueffekte zurückzuführen
ist und der die Beobachtung der Analytsignale erschwert. Werden die untersuchten
Lösungen jedoch nach der Zugabe von MgSO4 und Analyt auf ein Zehntel der ur-
sprünglichen Konzentration verdünnt, ist das Verhältnis von SEHRS-Signalen zu Un-
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tergrund wesentlich günstiger (Abb. 7.2 b). Dahingegen ist bei SERS-Experimenten
mit der gleichen Anregungswellenlänge der Untergrund bei der höheren Nanoparti-
kelkonzentration zwar auch vorhanden, aber es sind dennoch deutliche Analytsignale
zu beobachten (Abb. 5.4). Eine Verdünnung der Proben führt im Falle dieser SERS-
Experimente im Gegensatz zu den SEHRS-Experimenten nicht zu einer Verbesserung,
sondern dazu, dass die Banden des Analyten vollständig verschwinden. Scheinbar ist
also für die bei 1064 nm angeregten SERS-Spektren eine Mindestkonzentration an Na-
nopartikeln bzw. -aggregaten erforderlich.
Zusammenfassend lässt sich hier feststellen, dass für die Experimente bei den ver-
schiedenen Anregungsbedingungen sehr unterschiedliche Arten von Nanoaggregaten
erforderlich sind. Dabei sind insbesondere die SEHRS-Experimente, aber auch die
bei 1064 nm angeregten SERS-Experimente wesentlich empfindlicher als bei sichtbaren
Wellenlängen angeregte SERS-Experimente. Über die genaue Morphologie der Nanoag-
gregate unter den verschiedenen Bedingungen ist jedoch wenig bekannt. Eine Charakte-
risierung der tatsächlich zum SEHRS- bzw. SERS-Signal beitragenden Nanoaggregate
wäre hier in Zukunft wünschenswert. Für diesen Zweck wurden in den letzten Jahren
korrelierte elektronenmikroskopische und SERS-/SEHRS-Untersuchungen vorgeschla-
gen.[14,77] Damit ist auch eine weitergehende Charakterisierung der durch die Wechsel-
wirkungen der Nanostrukturen innerhalb eines Aggregats geänderten plasmonischen
Eigenschaften mit Hilfe von Elektronenenergieverlustspektroskopie möglich.[15] Solche











































Abb. 7.2: SEHRS-Spektren von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin (Endkonzentration
in der Lösung: 3 · 10−6 mol L−1) bei unterschiedlichen Konzentrationen der Silbernanoaggregate: (a)
Silbernanopartikelkonzentration: 6·10−10 mol L−1, MgSO4-Konzentration: 8·10−2 mol L−1, (b) Silber-
nanopartikelkonzentration: 6 · 10−11 mol L−1, MgSO4-Konzentration: 9 · 10−3 mol L−1. Anregungswel-
lenlänge: 1064 nm, maximale Photonenflussdichte: 6 · 1028 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 30 s.
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Untersuchungen basieren jedoch darauf, dass die Metallnanostrukturen auf einer Ober-
fläche fixiert sind, so dass Experimente in einem Elektronenmikroskop möglich sind.
Die hier verwendeten Nanostrukturen in kolloidaler Lösung können hingegen so nicht
direkt untersucht werden und aufgrund der Diffusion innerhalb der Lösungen während
der Raman-Experimente kann mit den zur Zeit verfügbaren Methoden keine Aussage
darüber getroffen werden, wie viele oder welche Aggregate zur Oberflächenverstärkung
beitragen. Die hier gezeigten Ergebnisse ermöglichen jedoch in Zukunft eine gezielte
Kontrolle der experimentellen Bedingungen, wie sie für analytische Anwendungen von
SEHRS wichtig ist.
7.3 pH-Wert
In Kapitel 4 wurde diskutiert, dass in Abhängigkeit vom pH-Wert qualitative Ver-
änderungen der SEHRS- und SERS-Spektren auftreten können, die auf Protonierung
und Deprotonierung der Analytmoleküle und eine damit verbundene Änderung der
Orientierung der Moleküle auf der Silberoberfläche zurückzuführen sind. Zusätzlich
wurde für einige Nanopartikelsorten eine pH-Wert-Abhängigkeit der Gesamtintensität
der Spektren, also der Oberflächenverstärkung, beobachtet. So haben insbesondere bei
Verwendung der durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellten Silbernanopartikel
alle SEHRS-Banden von pMBA bei extrem hohen bzw. niedrigen pH-Werten eine um
einen Faktor von 2-3 geringere Intensität als bei neutralem pH-Wert (Abb. 4.3 b). Die
bei 1064 nm angeregten SERS-Spektren von pMBA mit diesen und auch mit den durch
Reduktion mit Citrat hergestellten Silbernanopartikeln zeigen eine damit vergleichbare
Tendenz (Abb. 4.7). Dahingegen ist die Gesamtverstärkung in den bei 532 nm ange-
regten SERS-Spektren unabhängig vom pH-Wert (Abb. 4.4).
Auch SERS-Spektren anderer azider oder basischer Analyten zeigen ein ähnliches
Verhalten, wobei der pH-Wert, bei dem die maximale Oberflächenverstärkung auftritt,
vom pKa-Wert der Analyten abhängig ist.[93] Um derartige Effekte zu erklären, ist
eine Betrachtung der an der Oberfläche der Nanopartikel adsorbierten Spezies und
der Oberflächenladungen, sowie der Wechselwirkung zwischen den pMBA-Molekülen
und der Metalloberfläche[25] bzw. den stabilisierenden Spezies auf der Oberfläche[216],
erforderlich. Eine Veränderung der Oberflächenladung von Silbernanopartikeln infol-
ge einer pH-Wert-Änderung ist grundsätzlich mit Hilfe von Zeta-Potentialmessungen
beobachtbar.[93] Allerdings sind die Schwankungen der gemessenen Zeta-Potentiale für
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Tabelle 7.2: Mittlere Zeta-Potentiale (in mV) der Silbernanopartikel
bei verschiedenen pH-Werten.
Ag (Citrat) Ag (Hydroxylamin) Ag (NaBH4 , II)
pH 2 -10 ± 17 -8 ± 15 -19 ± 24
pH 7 -13 ± 11 -10 ± 12 -16 ± 11
pH 12 -32 ± 17 -23 ± 14 -33 ± 12
die hier verwendeten, sehr polydispersen Nanopartikel, die zudem zum Teil in Aggrega-
ten vorliegen, sehr groß, sodass sich allenfalls eine Tendenz zu einer stärker negativen
Oberflächenladung in basischer Umgebung beobachten lässt (Tabelle 7.2). Durch Be-
trachtung der Protonierungsgleichgewichte für die beteiligten Spezies lassen sich jedoch
zusätzliche Rückschlüsse ziehen.
Infolge der hier verwendeten Herstellungsmethoden sind an der Oberfläche der
Nanopartikel hauptsächlich Citrat- bzw. Hydroxidionen vorhanden. Diese werden bei
niedrigen pH-Werten protoniert und können dadurch, insbesondere im Falle der Hy-
droxidionen auf den durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellten Silbernanopar-
tikeln,[83] desorbieren. Damit wird die Oberflächenladung der Nanopartikel bei niedri-
gen pH-Werten weniger negativ, sodass die Nanopartikel destabilisiert werden und zu
mehr Aggregation tendieren.[93,185] Dies scheint auf den ersten Blick im Widerspruch zu
den Extinktionsspektren zu stehen, die keine wesentliche pH-Abhängigkeit aufweisen
(Abb. 4.2), allerdings können kleine Änderungen der Nanopartikelabstände in Extink-
tionsspektren unentdeckt bleiben, auch wenn sie zu großen Änderungen in den plasmo-
nischen Eigenschaften[87] der Nanoaggregate und damit zu deutlichen Änderungen der
Verstärkungsfaktoren im SERS-Experiment führen.[66] Eine solche Änderung der plas-
monischen Eigenschaften, deren Auswirkung wellenlängenabhängig ist, erklärt auch
die Tatsache, dass in den hier diskutierten Raman-Experimenten eine vom pH-Wert
abhängige Oberflächenverstärkung nur bei einer Anregungswellenlänge von 1064 nm
beobachtbar ist, nicht aber bei 532 nm.
Bei hohen pH-Werten sind alle stabilisierenden Spezies an der Nanopartikelober-
fläche deprotoniert, was zu einer negativeren Oberflächenladung führt. Dies bedingt
eine Abstoßung zwischen den Nanopartikeln und den bei hohen pH-Werten ebenfalls
vollständig deprotonierten pMBA-Molekülen, sodass die für die Oberflächenverstärkung
notwendige Wechselwirkung geringer wird.[93,216] Beim Übergang zu neutralen Bedin-
gungen wird die Bindung der pMBA-Moleküle an die Oberfläche demnach gestärkt,
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während in sehr saurer Umgebung nicht nur die Carboxylgruppen von pMBA, sondern
auch die an die Silberoberfläche gebundenen Thiolatgruppen teilweise protoniert wer-
den können, was wiederum zu einer Schwächung der Wechselwirkung mit den Silber-
nanopartikeln und damit zu einer geringeren Verstärkung der Raman-Streuung führt.
7.4 Anregungswellenlänge
Der Einfluss der Anregungswellenlänge auf Raman- und Hyper-Raman-Spektren im
Falle einer Resonanz mit einem elektronischen Übergang in den untersuchten Mo-
lekülen ist gut bekannt[28,29,45] und wurde in dieser Arbeit anhand des Vergleichs von
SEHRS, SERS und SERRS von Carotinoiden diskutiert (Kapitel 5). Im Falle der
oberflächenverstärkten Raman-Streuung muss allerdings auch immer die relative Po-
sition der Anregungswellenlänge im Vergleich zur Plasmonenresonanz berücksichtigt
werden. Verschiedene Untersuchungen haben in der Vergangenheit gezeigt, dass die
Wellenlänge, bei der die maximale Plasmonenresonanz auftritt, oft nicht mit der Anre-
gungswellenlänge korreliert, die für eine maximale Verstärkung im SERS-Experiment
erforderlich ist.[217,218] Oftmals können bei Anregung in der Nähe des Maximums der
Plasmonenresonanz fast gar keine SERS-Signale erhalten werden. Dies kann dadurch
erklärt werden, dass bei Anregung im Maximum der Plasmonenbande ein großer Teil
der Raman-Streuung direkt von den Nanopartikeln reabsorbiert wird.[219]
Im Folgenden soll das Verhalten der im Rahmen dieser Arbeit bereits umfassend
charakterisierten Silbernanopartikel in SERS-Experimenten mit einer Anregungswel-
lenlänge von 405 nm, also nah an der Plasmonenresonanz der Silbernanopartikel, un-
tersucht werden. Als Testanalyten wurden para-Aminothiophenol (pATP) und Ade-
nin verwendet. Mit den Silbernanopartikeln, so wie sie mit den bekannten Herstel-
lungsmethoden entstehen, konnten keine SERS-Signale beobachtet werden (Abb. 7.3,
oberes Spektrum). Wird die kolloidale Nanopartikellösung vor der Zugabe der Ana-
lytlösung mit Wasser verdünnt und damit die Absorptionsintensität der Lösung ver-
ringert, können SERS-Spektren von pATP beobachtet werden (Abb. 7.3), die den in
der Literatur bekannten Spektren von pATP[220] bzw. von dessen photochemisch an der
Silberoberfläche gebildetem Dimer para-Mercaptoazobenzen[221] entsprechen. Für den
Grad der Verdünnung muss ein Kompromiss gefunden werden zwischen einer Nanopar-
tikelkonzentration, die niedrig genug ist um die Reabsorption zu vermeiden, und einer
Nanopartikelkonzentration, die hoch genug ist, damit eine ausreichende Anzahl von
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Analytmolekülen von der Feldverstärkung profitieren kann. Für die durch Reduktion
mit Citrat hergestellten Silbernanopartikel ergeben sich mit pATP die intensivsten Si-
gnale bei einer Verdünnung in Volumenverhältnissen von 1:4 bis 1:7 (Abb. 7.3). Für eine
geringere pATP-Konzentration wurden bei einer Verdünnung von 1:4 die intensivsten
SERS-Signale beobachtet (Abb. 7.4).
Auch für die Silbernanopartikel, die durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt
wurden, ermöglicht die Verringerung der Nanopartikelkonzentration die Detektion von
SERS-Signalen von pATP (Abb. 7.5).
pATP bindet aufgrund der Thiolgruppe sehr gut an die Silbernanopartikel. Zudem

































Abb. 7.3: SERS-Spektren von p-Aminothiophenol (9 · 10−6 mol L−1) mit Silbernanopartikeln, die
durch Reduktion mit Citrat hergestellt wurden, bei verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen. Anre-
gungswellenlänge: 405 nm, Photonenflussdichte: 6 ·1022 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 1 s. Jedes
Spektrum ist ein Mittelwert aus jeweils 20 Spektren derselben Probe.
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Abb. 7.4: SERS-Spektrum von p-Aminothiophenol (9 · 10−7 mol L−1) mit Silbernanopartikeln,
die durch Reduktion mit Citrat hergestellt wurden. Die kolloidale Nanopartikellösung wurde im
Verhältnis 1:4 (v/v) mit Wasser verdünnt. Anregungswellenlänge: 405 nm, Photonenflussdichte:
6 · 1022 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 1 s. Mittelwert aus 20 Spektren derselben Probe.




























Abb. 7.5: SERS-Spektren von p-Aminothiophenol (9 · 10−6 mol L−1) mit Silbernanopartikeln, die
durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt wurden. Die kolloidale Nanopartikellösung wurde für
das untere Spektrum unverdünnt eingesetzt und für das obere Spektrum im Verhältnis 1:4 (v/v)
mit Wasser verdünnt. Anregungswellenlänge: 405 nm, Photonenflussdichte: 6·1022 Photonen cm−2 s−1,
Integrationszeit: 1 s. Die Spektren sind Mittelwerte von jeweils 20 Spektren einer Probe.
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Abb. 7.6: SERS-Spektren von Adenin (8 · 10−6 mol L−1) mit Silbernanopartikeln, die durch Reduk-
tion mit (a) Citrat bzw. (b) Hydroxylamin hergestellt wurden. Beide Sorten der kolloidalen Nano-
partikellösungen wurden im Verhältnis 1:4 (v/v) mit Wasser verdünnt, bevor die Adeninlösung und
unterschiedliche Konzentrationen von NaCl zugegeben wurden. Anregungswellenlänge: 405 nm, Pho-
tonenflussdichte: 6 · 1022 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 20 s. Die Spektren in (b) sind jeweils
Mittelwerte aus 20 Spektren.
ein hohes Potential, Silbernanopartikel durch chemische Wechselwirkung miteinander
zu verknüpfen, so dass die Abstände zwischen den einzelnen Nanopartikeln sehr klein
werden und eine zusätzliche Feldverstärkung erzielt werden kann.[222] Adenin hingegen
bindet schwächer an die Silbernanopartikel und lässt sich daher schlechter detektieren.
Im Falle der durch Reduktion mit Citrat hergestellten Silbernanopartikel reicht für
Adenin eine Verringerung der Reabsorption durch Verdünnung der kolloidalen Lösung
nicht aus, sondern es muss zusätzlich Aggregation der Nanopartikel durch Zugabe von
Natriumchlorid induziert werden, wobei allerdings schon eine sehr geringe Menge an
NaCl ausreicht (Abb. 7.6 a). Mit den durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestell-
ten Silbernanopartikeln können schon ohne NaCl SERS-Signale von Adenin erhalten
werden, deren Intensität bei Zugabe von NaCl nicht zunimmt (Abb. 7.6 b). Dies lässt
sich damit begründen, dass bei der Herstellung der Nanopartikel mit Hydroxylamin
keine stabilisierenden Moleküle, wie das Citrat bei den anderen Silbernanopartikeln,
vorhanden sind, sodass die Stabilisierung dieser Nanopartikel ausschließlich durch die
Oberflächenladung gegeben ist. Damit können sie auch mit einem weniger stark bin-
denden Analyten wie Adenin aggregieren, ohne dass zusätzliche Ionen zugesetzt wer-
den. Auffällig an den hier erhaltenen Spektren ist, dass die Ringatemschwingungs-
bande von Adenin bei ca. 730 cm−1, die sonst in SERS-Spektren von Adenin oftmals
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die intensivste Bande ist (siehe z. B. [196] und Abb. 6.6 a), im Vergleich zur C-N-
Streckschwingungsbande bei 1334 cm−1 eine relativ geringe Intensität hat. Dies könnte
auf eine geänderte Orientierung der Adeninmoleküle auf der Silberoberfläche aufgrund
des geringeren Konzentrationsverhältnisses von Nanopartikeln zu Molekülen hindeu-
ten.
Eine weitere Verbesserung ergibt sich, wenn die Silbernanopartikel nicht in kolloi-
daler Lösung verwendet werden, sondern mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES)
auf einer Glasoberfläche immobilisiert werden. Das Extinktionsmaximum der immobi-
lisierten Silbernanopartikel ist gegenüber dem der kolloidalen Lösung blauverschoben
(Abb. 7.7). Dies deutet darauf hin, dass aus der polydispersen Mischung der Silberna-
nopartikel auf der Oberfläche vor allem die kleineren Partikel einzeln vorliegen. Durch
die Blauverschiebung des Extinktionsmaximums bei der Immobilisierung der Nano-
partikel liegt die Anregungswellenlänge von 405 nm nicht mehr auf der kurzwelligen
Seite des Extinktionsmaximums wie bei der kolloidalen Lösung, sondern auf der lang-
welligen Seite, sodass die Raman-Streuung weiter vom Extinktionsmaximum entfernt
ist und weniger reabsorbiert werden kann. Gleichzeitig zeigt die intensive erweiterte
Plasmonenbande im Spektrum der immobilisierten Nanopartikel (Abb. 7.7), dass auf
der Oberfläche auch Aggregate gebildet werden, die zu einer höheren Feldverstärkung
führen können.




















Abb. 7.7: Extinktionsspektren von Silbernanopartikeln, die durch Reduktion mit Citrat hergestellt
wurden, in kolloidaler Lösung und immobilisiert auf einer Glasoberfläche.
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Abb. 7.8: SERS-Spektren von p-Aminothiophenol (10−5 mol L−1, oberes Spektrum) und Adenin
(10−5 mol L−1, mittleres Spektrum) auf immobilisierten Silbernanopartikeln, sowie das Spektrum der
immobilisierten Silbernanopartikel ohne Analyten (unteres Spektrum). Anregungswellenlänge: 405 nm,
Photonenflussdichte: 2 · 1024 Photonen cm−2 s−1, Integrationszeit: 1 s.
Tatsächlich zeigen SERS-Spektren von pATP und Adenin auf den immobilisierten
Silbernanopartikeln bei gleicher Analytkonzentration deutlich intensivere Signale als
in den kolloidalen Lösungen (vgl. Abb. 7.8 und Abb. 7.3 bzw. 7.6). Allerdings sind
intensive Untergrundsignale beobachtbar (Abb. 7.8), die mit vergleichbaren Proben
bei anderen Anregungswellenlängen nicht beobachtet wurden. Um diese zu vermeiden
müssten weitere Optimierungen der experimentellen Bedingungen erfolgen.
Zusammenfassend lässt sich an dieser Stelle feststellen, dass die bei Anregung
nah am Maximum der Plasmonenresonanz der Silbernanostrukturen erhaltenen SERS-
Signale wesentlich geringer sind als bei anderen Anregungswellenlängen. Die Signalin-
tensität im SERS-Experiment wird demnach entscheidend durch die Anregungswel-
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lenlänge beeinflusst. Wie die in diesem Abschnitt dargestellten Experimente gezeigt
haben, kann die Reabsorption der Raman-Streuung durch die Nanostrukturen durch
eine Optimierung der Silbernanopartikelkonzentration minimiert werden. Diese und
die in den vorangegangenen Abschnitten gewonnenen Erkenntnisse tragen entschei-
dend dazu bei, die experimentellen Bedingungen im SERS- bzw. SEHRS-Experiment




Das Ziel dieser Arbeit war es, ein tieferes Verständnis von oberflächenverstärkter Hyper-
Raman-Streuung (engl. surface-enhanced hyper-Raman scattering, SEHRS) zu erlan-
gen, insbesondere im Hinblick auf zukünftige reproduzierbare analytische Anwendun-
gen. Dazu wurden Experimente mit verschiedenen chemischen Verbindungen, adsor-
biert an Silbernanostrukturen, durchgeführt. Zur Untersuchung der Einflüsse von Re-
sonanzverstärkung auf die SEHRS-Spektren wurden ein thiolfunktionalisiertes Caro-
tin, 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin, als Beispiel für resonante Anre-
gung und para-Mercaptobenzoesäure (pMBA), deren SEHRS- und SERS-Spektren
zusätzlich abhängig vom pH-Wert sind, als Beispiel für nicht-resonante Anregung be-
trachtet. Basierend auf den Erkenntnissen über die Wechselwirkungen dieser einzelnen
Analyten mit den Silberoberflächen in den SEHRS- und SERS-Experimenten wur-
den anschließend komplexere Systeme, verschiedene mikrostrukturierte plasmonische
Oberflächen betrachtet. An diesen wurde die hyperspektrale SEHRS-Bildgebung de-
monstriert.
Die Experimente wurden an identischen Proben in kurzer zeitlicher Abfolge in ei-
nem gemeinsamen mikrospektroskopischen Aufbau mit Anregungswellenlängen von
1064 nm (SEHRS und SERS) und 532 nm (SERS) durchgeführt, sodass eine einfa-
che Vergleichbarkeit der Spektren gewährleistet ist. Für alle untersuchten Systeme
konnte gezeigt werden, dass SEHRS und vor allem die Kombination der Informatio-
nen dieser drei Anregungsbedingungen eine umfassende Charakterisierung der Sys-
teme ermöglicht. Insbesondere lassen sich durch die Kombination von SEHRS- und
SERS-Spektren mehr Informationen über die Metall-Molekül-Wechselwirkungen ge-
winnen als aus SERS-Spektren allein. Dies ist auf die unterschiedlichen Symmetrieaus-
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wahlregeln und die damit einhergehenden komplementären Informationen, die aus den
ein- und zweiphotonenangeregten SERS-Spektren erhalten werden, auf unterschiedliche
Einflüsse der plasmonischen Eigenschaften der Silbernanostrukturen bei den verschie-
denen Wellenlängen und im Falle der Carotine auch auf Einflüsse der elektronischen
Übergänge der untersuchten Moleküle zurückzuführen.
Anhand von Untersuchungen der SEHRS-Spektren und SERS-Spektren von pMBA
in Abhängigkeit vom pH-Wert mit verschiedenen Sorten von Silbernanopartikeln, die
sich in Größe, Morphologie und Oberflächeneigenschaften unterscheiden, wurden syste-
matische Untersuchungen und Vergleiche des Verhaltens dieser Nanostrukturen bei den
verschiedenen Anregungsbedingungen durchgeführt. Diese haben gezeigt, dass SEHRS
und SERS bei Anregung im nahen Infrarot, bei 1064 nm, wesentlich empfindlicher
auf Unterschiede in den Eigenschaften der Nanostrukturen reagieren als SERS bei
Anregung im sichtbaren Spektralbereich, bei 532 nm. Bei Auswahl passender Nano-
strukturen lassen sich insbesondere aus den SEHRS-Spektren Informationen über die
Wechselwirkungen und Adsorptionsgeometrien von pMBA an den Silberoberflächen
gewinnen. Die bei 1064 nm angeregten SERS-Spektren ermöglichen, basierend auf bis-
her wenig untersuchten Banden von pMBA bei relativ kleinen Raman-Verschiebungen,
eine ebenso robuste Unterscheidung lokaler pH-Werte wie die bisher für pH-Messungen
vorgeschlagenen SERS-Spektren bei kürzeren Anregungswellenlängen. Durch die Anre-
gungswellenlänge von 1064 nm ergeben sich allerdings in Zukunft aufgrund der höheren
Eindringtiefe und der geringeren Photonenenergie mehr Anwendungsmöglichkeiten im
Hinblick auf empfindliche biologische Proben.
SERS-Experimente mit Carotinoiden, insbesondere β-Carotin, sind schwierig um-
zusetzen, da das unpolare β-Carotin nur wenige Wechselwirkungsmöglichkeiten mit
Metallnanopartikeln in wässriger Umgebung hat. Das thiolfunktionalisierte Carotin
kann (über die Thiolgruppe oder den ebenfalls durch die Funktionalisierung zusätzlich
eingeführten Phenylring) eine stärkere Wechselwirkung mit Silbernanopartikeln ein-
gehen. Das führt zu höheren Oberflächenverstärkungen in SERS-Experimenten und
ermöglicht somit erstmals nicht-resonante SERS-Spektren eines β-Carotins in ver-
dünnten wässrigen Lösungen. Damit kann der Einfluss des elektronischen Übergangs
des Carotins, der bei Experimenten mit festem Carotin auch bei nicht-resonanter An-
regung die Raman-Spektren dominiert, minimiert werden, sodass andere Strukturin-
formationen erhalten werden. Die SEHRS-Spektren der Carotine liefern noch weite-
re Informationen, was insbesondere am Auftreten einiger IR-aktiver Banden, die in
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SERS-Spektren symmetrieverboten sind, deutlich wird. Der Vergleich der resonant
angeregten SEHRS- und SERS-Spektren der Carotinoide zeigt die unterschiedlichen
Einflüsse von Oberflächen- und Resonanzverstärkung und weist insbesondere auf eine
elektronische und/oder elektromagnetische Kopplung der Carotinoide und der Silber-
nanostrukturen hin. Um diese Effekte noch näher zu untersuchen, wären in Zukunft
SEHRS-Anregunsprofile der hier untersuchten Systeme interessant.
SEHRS-Spektren enthalten eine Vielzahl spezifischer Strukturinformationen aus
einem lokal sehr begrenzten Probevolumen. Um diese für analytische Zwecke nutzbar
zu machen, wurden in dieser Arbeit anhand verschiedener einfach strukturierter plas-
monischer Oberflächen grundlegende Untersuchungen zur Bildgebung durchgeführt.
Diese beinhalteten die Etablierung entsprechender experimenteller Bedingungen einer-
seits und die Nutzbarmachung der hyperspektralen Daten andererseits. Insbesondere
hervorzuheben ist hier ein System aus auf Glasoberflächen immobilisierten Silberna-
nopartikeln mit einer definierten Verteilung verschiedener Farbstoffe. Anhand dieses
Systems konnten die multivariate Unterscheidung der Farbstoffe anhand ihrer SEHRS-
Spektren und die Analyse der lokalen Verteilung der Farbstoffe auf der Oberfläche
durch hyperspektrale SEHRS-Bildgebung gezeigt werden. Des weiteren wurde festge-
stellt, dass sich anhand einer Hauptkomponentenanalyse der SEHRS-Spektren dieses
Systems, in Abhängigkeit von der Auswahl des Spektralbereiches und der betrach-
teten Hauptkomponente, entweder die strukturellen Unterschiede der Farbstoffe oder
die Eigenschaften der plasmonischen Oberfläche bzw. die lokal unterschiedlichen Mo-
lekül-Metall-Wechselwirkungen untersuchen lassen. Damit liefert SEHRS umfassendere
Informationen über die Verteilung der verschiedenen Moleküle auf der Oberfläche als
SERS. Diese Erkenntnisse können zukünftig auf Fragestellungen hinsichtlich Analyt-
verteilungen und Wechselwirkungen in realen Proben übertragen werden und könnten
dabei mit multivariaten Regressionsverfahren optimiert werden.
Zusammenfassend zeigen die vorgestellten Experimente, dass die Voraussetzungen
für eine analytische Anwendung von SEHRS – die Fähigkeit, hyperspektrale Kartierun-
gen anhand der Spektren durchzuführen und die Möglichkeit, auch bei nicht-resonanter
Anregung Spektren zu erhalten – erfüllt sind. Im Hinblick auf reproduzierbare Anwen-
dungen wurden in einer übergreifenden Diskussion der verschiedenen Experimente die
zahlreichen Möglichkeiten, die Verstärkung im SEHRS-Experiment zu beeinflussen,
ausführlich dargestellt. Diese reichen von der Optimierung der plasmonischen Eigen-
schaften der Metallnanostrukturen über die Kontrolle der Wechselwirkung der unter-
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suchten Moleküle mit deren Oberfläche durch gezielte Veränderung der chemischen
Umgebungsbedingungen bis hin zu physikalischen experimentellen Parametern.
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und die anregenden Diskussionen in den vergangenen Jahren danken. Insbesondere
sei Fani Madzharova gedankt für den Algorithmus zur automatisierten Entfernung
von Spikes aus Hyper-Raman-Spektren und Unterstützung bei der Basislinienkorrek-
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EF Verstärkungsfaktor (engl. enhancement factor)
EFSEHRS Verstärkungsfaktor im SEHRS-Experiment
EFSERS Verstärkungsfaktor im SERS-Experiment
GSEHRS Elektromagnetische Verstärkung im SEHRS-Experiment
GSERS Elektromagnetische Verstärkung im SERS-Experiment
g(ν0) Verstärkungsfaktor der Amplitude des Anregungslichts
g(νS) Verstärkungsfaktor der Amplitude des Streulichts
185





IHRS Intensität der Hyper-Raman-Streuung
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ohne Carotinmoleküle. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
5.6 (a) SEHRS-Spektren und (b) SERRS-Spektren von 7’-Apo-7’-(4-mer-
captomethylphenyl)-β-carotin und β-Carotin. . . . . . . . . . . . . . . 77
5.7 (a) Nicht-resonant angeregte Raman-Spektren, (b) Hyper-Raman-Spek-
tren und (c) resonant angeregte Raman-Spektren von Feststoffproben
von 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-carotin und β-Carotin. . . . 79
5.8 Zweite Ableitung des SEHRS-Spektrums von 7’-Apo-7’-(4-mercaptome-
thylphenyl)-β-carotin in Abb. 5.6 a. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
5.9 Hyper-Raman-Spektren von (a) 7’-Apo-7’-(4-mercaptomethylphenyl)-β-
carotin (3·10−5 mol L−1) und (b) β-Carotin (3·10−4 mol L−1) in wässriger
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einer Oberfläche, die nach Abb. 6.5 a hergestellt wurde. (b-d) Vertei-
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Mischung beider Farbstoffe auf immobilisierten Silbernanopartikeln. . . 115
6.15 Ergebnisse von hierarchischen Clusteranalysen der SEHRS-Spektren von
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Anteile an der Gesamtvarianz des Datensatzes angegeben. . . . . . . . 128
194
ABBILDUNGSVERZEICHNIS
6.21 (a) Darstellung des Messpunkterasters zur Untersuchung der Grenzre-
gion der CV/mix-Probe. (b) Scores und (c) Loadings der ersten bei-
den Hauptkomponenten (PC) einer PCA der SEHRS-Spektren aus der
Grenzregion in (a) und aus der Kristallviolett- und Mischregion der
CV/mix-Probe im Spektralbereich 380-1700 cm−1. (d) Scores und (e)
Loadings der ersten beiden PC einer PCA derselben Spektren wie in (b)
und (c), aber unter Verwendung des Spektralbereichs 380-1000 cm−1.
In (c) und (e) sind die durch die jeweilige PC erklärten prozentualen
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der von mir angegebenen Hilfsmittel und Literatur erarbeitet und verfasst habe.
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F. Madzharova, Z. Heiner, M. Gühlke, J. Kneipp, ”Surface-Enhanced Hyper Raman
Spectra of Adenine, Guanine, Cytosine, Thymine, and Uracil“, zur Publikation einge-
reicht.
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